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Les P-glucanes sont des polymeres de D-glucose constituant la majeure partie des parois
cellulaires de levures et de champignons. Plusieurs enzymes pouvant hydrolyser les P-glucanes
ont deja ete purifiees et caracterisees. Parmi ces enzymes incluant les P-1,3- et les P-1,4-
glucanases, les p-l,6-glucanases sont les moins etudiees. Ces dernieres pourraient etre un outil
potentiel de lutte biologique contre les champignons phytopathogenes, etre utilisees dans la
production de proteines en lysant et desintegrant les cellules microbiennes, dans la production
des protoplastes de levures et de champignons pour des etudes moleculaires etc.
Des recherches recentes de notre laboratoire out permis de purifier et de caracteriser une
P-l,6-glucanase provenant de 1'actinomycete Streptomyces sp. EF-14. La sequence N-terminale
de cette enzyme a etc determinee: ADPTAQVWVTTPDGA. Afin de cloner Ie gene codant pour
cette P-l,6-glucanase bacterienne, un oligonucleotide KF-1 a ete synthetise en se basant sur la
sequence N-terminale de cette proteine.
Ce projet de recherche a debute avec la construction d'une banque de genes de
Streptomyces sp. EF-14 dans Escherichia coli afin de cloner Ie gene de la P-l,6-glucanase. Le
vecteur navette pFD666 a etc utilise pour faciliter Ie transfert de cette banque dans une souche
heterologue, Streptomyces lividans TK-24. Pour Ie cdblage de la banque de genes, deux
methodes ont ete utilisees: la premiere est la detection phenotypique sur boite de petri qui laisse
apparaitre une zone claire , visible a 1'oeil nu, due a la degradation du substrat par 1'enzyme et
la seconde est 1'hybridation avec I'oligonucleotide KF-1 pour une selection par elimination des
populations plasmidiques. La detection phenotypique sur un milieu contenant Ie pustulane
comme source de carbone nous a permis de selectionner un clone P-l,6-glucanase positif:
pMH3L
11
Par hybridation, la region d'homologie avec 1'oligonucleotide KF-1 a ete localisee sur
un fragment d'ADN de 1,58 Kb du clone pMH31. La sequence en nucleotides de ce fragment
a etc par la suite determinee. L'analyse de cette sequence ainsi que d'autres tests de degradation
de divers substrats de P-glucanes par Ie clone pMH31 nous a amene a conclure que 1'insert
d'ADN clone ne porte pas Ie gene de la P-l,6-glucanase purifiee chez Streptomyces sp. EF-14
mais plutot un autre gene codant pour une proteine pouvant reconnaitre autant les liens P-1,6-
que les liens P-1,3- glycosidiques.
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INTRODUCTION
Les P-glucanes sont des polymeres de glucose, formes de liens glycosidiques de type P
entre les differents monomeres. Us constituent apres les celluloses, la classe la plus abondante
de polysaccharides, retrouvee chez plusieurs microorganismes et plantes superieures. Les P-
glucanes sont presentes chez ces organismes sous forme de materiels de reserve vacuolaires et
cytoplasmiques, comme des substances extracellulaires et surtout comme des entites stmcturales
des parois cellulaires (Bielecki et Galas, 1991).
Selon la structure chimique, il existe differents types de P-glucanes, constitues de liens
glycosidiques de type P-1,3-; P-1,4- et P-1,6-. Certains sont relativement simples, avec des liens
glycosidiques identiques entre tous les residus de sucre, comme ceux retrouves dans la
laminarine (P-1,3-) et Ie pustulane (P-1,6-). D'autres par contre sont plus complexes avec plus
d'un type de liens glycosidiques dans la chame lineaire, comme ceux retrouves dans Ie lichenane
forme de liens de type P-1,3- et P-1,4- (Yalpani, 1988). Des P-glucanes de grande complexite
sont egalement retrouves dans les parois cellulaires de levures telles que Candida albicans. Ces
P-glucanes sont hautement branches, avec une predominance des liens glycosidiques de type P-
1,3- ou P-1,6- (Bishop etal, 1960; Gopal et al, 1984). Des etudes effectuees chez une variete de
levures indiquent que les glucanes peuvent etre classifies selon leur solubilite: les uns solubles
en milieu alcalin et les autres, solubles dans 1'acide acetique et insolubles en milieu alcalin. Les
P-l,3-glucanes insolubles en milieu alcalin ont une structure branchee formee de liens
glycosidiques de type P-1,3- et P-1,6- et ne contiennent que 19% de liens de type R-1,3-
(Manners et al, 1973; Bacon et al, 1967). Par contre, les P-l,3-glucanes solubles en milieu
alcalin ne sont constitues que d'une faible quantite de liens P-l,6-glycosidiques. Dans ce dernier
type de glucanes, les chames laterales contiennent des residus de mannose reliant la couche
externe de la paroi cellulaire formee de mannanes aux P-l,3-glucanes insolubles en milieu
alcalin (Fleet et Manners, 1977).
Dans la nature, les P-l,6-glucanes sont moins repandus que les P-1,3- et P-l,4-glucanes.
Selon Varner et Un (1989), les P-l,6-glucanes ainsi que les enzymes les hydrolysant n'ontjamais
ete decrits chez les plantes, sauf chez 1'espece de lichens Umbilicaria pustulata (Lindberg et
McPherson, 1954). Parmi les P-l,6-glucanes lineaires decrits dans la litterature, les mieux
connus sont Ie pustulane provenant des especes de lichens Umbilicaria et Ie luteane provenant
de Penicillium luteum (Pitson et al, 1996). Cependant, les liens P-1,6- sont frequents dans les
glucanes des parois cellulaires de levures et de champignons filamenteux qui sont eux-memes
producteurs d'enzymes hydrolysant ce type de liens (Bielecki et Galas, 1991).
Les P-glucanases sont des enzymes qui hydrolysent les R-glucanes. Elles sont classees
selon Ie type de liens glycosidiques dives dans Ie P-glucane et selon Ie mecanisme d'action sur
Ie substrat. Ainsi, les P-1,3-; P-1,4- et P-l,6-glucanases coupent respectivement les liens
glycosidiques de type P-1,3-; P-1,4- et P-1,6- dans les chaines du polymere. En examinant les
produits d'hydrolyse du P-glucane par les P-glucanases, deux modes d'action ont ete rapportes:
les mecanismes endo-glucanolytique et exo-glucanolytique (Noronha et Ulhoa, 1996). En effet,
les endo-P-glucanases hydrolysent Ie substrat en clivant les liens glycosidiques au hasard Ie long
de la chaTne du polysaccharide, liberant ainsi des oligosaccharides de taille variee, alors que les
exo-P-glucanases hydrolysent Ie substrat en clivant les residus de glucose aux extremites non
reductrices du substrat, liberant des monomeres et des dimeres de glucose.
Dans la litterature, les chitinases et les P-l,3-glucanases sont proposees comme etant les
principales enzymes de degradation des parois cellulaires des champignons puisque ceux-ci ont
des parois majoritairement formees de chitine et de P-l,3-glucanes (Papavizas, 1985), sauf chez
les champignons de la classe des Oomycetes dont les parois contiennent des P-l,3-glucanes et
de la cellulose (Bartnicki-Garcia, 1968). Par ailleurs, d'autres enzymes telles que les P-1,6-
glucanases pourraient etre impliquees dans une degradation des parois myceliales et conidiales
des champignons phytopathogenes, de fa^on efficace et complete (Lora et al, 1995).
Bien que plusieurs champignons produisent des P-l,6-glucanases, seulement quelques-
unes de celles-ci ont ete purifiees et caracterisees selon leur mode d'action sur divers substrats
(Reese et al, 1962). En examinant Faction hydrolytique des P-l,6-glucanases sur les parois
cellulaires de levure, ainsi que leur specificite de substrat, Rombouts et al (1978) ont decrit deux
groupes de P-l,6-glucanases chez Bacillus circulans WL-12. La premiere est une R-1,6-
glucanase a caractere lytique, c'est-a-dire qu'en plus d'hydrolyser les liens P-1,6- dans la paroi
de levure (specificite principale), cette enzyme coupe egalement les liens P-1,3- adjacents aux
residus glycosidiques en Cg, point de branchement sur la chaine principale (P-1,3-) du glucane.
En plus de son action positive sur les parois cellulaires et les glucanes de levures, cette P-1,6-
glucanase aurait une forte activite sur du pustulane soluble (P-l,6-glucane lineaire) generant du
gentiobiose et du gentiotriose comme produits finaux d'hydrolyse, accompagnes d'une petite
quantite de D-glucose. Ainsi, les P-l,6-glucanases a caractere lytique regroupent la P-1,6-
glucanase lytique de Bacillus circulans WL-12 (Rombouts et al, 1978) et celles qui sont
purifiees chez Acremonium persicinum (Pitson et al, 1996), Mucor hiemalis (Miyazaki et
Oikawa, 1976), Rhiwpus chinensis (Yamamoto et al, 1974), Gibberella fujikuroi (Shibata et
Fukimbara, 1973) et Penicillium brefeldianum (Schep et al, 1984). Toutes ces P-glucanases
agissent selon Ie mecanisme endoglucanolytique et generent comme produits finaux a partir du
pustulane, du gentiobiose et du gentiotriose a 1'exception de celle de Bacillus circulans qui
produit en plus, une faible quantite de D-glucose. Par ailleurs, la P-l,6-glucanase purifiee par
Lora et al (1995) chez Ie champignon Trichoderma harzianum, bien qu'ayant un caractere
lytique, ne produit que du gentiobiose comme produit final lors de 1'hydrolyse du pustulane.
Contrairement aux P-l,6-glucanases a caractere lytique, celles du deuxieme groupe
decrites par Rombouts et al (1978), ont un caractere non lytique du fait de leur action
hydrolytique partielle sur les parois de levure. En fait, ces enzymes a caractere non lytique
coupent uniquement les liens P-1,6- lorsque leur activite est testee en utilisant la paroi de levures
comme substrat. Leur action hydrolytique sur Ie pustulane est plus elevee, comparee a celle des
P-1,6- glucanases a caractere lytique. Les produits finaux d'hydrolyse sont en majorite du glucose
et du gentiobiose. Ces enzymes ont un mode d'action endo-glucanolytique et sont capables
d'hydrolyser du gentiotriose en gentiobiose et en glucose. Ainsi, les P-l,6-glucanases a caractere
non lytique regroupent celle de Bacillus circulans (P-l,6-glucanase non lytique) qui produit
exceptionnellement une faible quantite de gentiotriose (Rombouts et al, 1978) et celles de
Neurospora crassa (Hiura et al, 1987), Acinetobacter sp. (Katohda et al, 1979) et Penicillium
italicwn (Santos et al, 1977). Malgre la production de glucose a partir des P-glucanes, il a etc
demontre que toutes ces P-l,6-glucanases n'ont aucune activite P-glucosidase (Schep et al,
1984). La comparaison des proprietes physico-chimiques de toutes les P-l,6-glucanases purifiees
et caracterisees plus en details montre que chez les champignons ces enzymes ont un poids
moleculaire (PM) variant entre 31 et 50 KDa alors que chez les bacteries, leur PM se situe dans
un intervalle de 50 a 66 Kda. De plus, il a etc rapporte que la majorite de ces P-l,6-glucanases
possede une activite optimale a des pHs allant de 4,5 a 5,5 et une temperature optimale se situant
entre 50 et 60°C (Fayad, 1997).
Differents mecanismes de regulation controlent la production des P-l,6-glucanases chez
les champignons et les bacteries. Des etudes effectuees par Reese et al (1969), sur la distribution
des P-l,6-glucanases chez les champignons, montrent en general que ces enzymes sont presentes
de fa9on constitutive. Cependant, chez les bacteries, les P-l,6-glucanases sont inductibles par
les parois cellulaires et les glucanes de levures et par les P-glucanes comme Ie pustulane (Fleet
et Phaff, 1974; Rombouts et Phaff, 1976; Katohda et al, 1979). Par ailleurs, chez Penicillium
italicum, la P-l,6-glucanase bien qu'etant constitutive, est aussi sujette a la repression
catabolique par Ie glucose et d'autres sources de carbone permettant une croissance active du
mycelium (Santos et al, 1977). La repression catabolique a egalement ete observee chez
Trichoderma harzianum (Lora et al, 1995). A 1'oppose, chez d'autres champignons, tel
Trichoderma viride, la presence du glucose stimule plutot 1'activite P-l,6-glucanase (Del Rey
et al, 1979). Le phenomene d'induction est connu chez plusieurs champignons et bacteries
notamment Trichoderma harzianum (Lora et al, 1995), Mucor hiemalis (Miyazaki et Oikawa,
1976), Gibberella fujikuroi (Shibata et Fukimbara, 1972), Penicillium brefeldanum (Schep et
al, 1984) et Bacillus circulans WL-12 (Fleet et Phaff, 1974).
En 1996, des activites P-l,6-glucanolytiques ont ete decrites pour la premiere fois chez
les actinomycetes (Valois et al, 1996). En effet, les actinomycetes sont des bacteries gram
positives, qui sont retrouvees au niveau du sol et qui se developpent sous une forme myceliale.
Dans la rhizosphere, ces bacteries obtiennent leurs nutriments a partir des debris organiques en
utilisant une gamme variee d'enzymes hydrolytiques excretees dans Ie milieu environnant
(Williams et al, 1983). Parmi les enzymes impliquees dans Ie processus de biodegradation de
la matiere organique (incluant les proteases, les nucleases, les lipases et plusieurs enzymes
hydrolysant des polysaccharides plus complexes), on trouve aussi les P-glucanases. En effet,
Valois et al (1996) ont isole treize souches d'actinomycetes qui, en plus de produire des
metabolites inhibant la croissance du champignonPhytophthora, synthetisaient toutes des P-1,3-,
P-1,4- et P-l,6-glucanases hydrolysant les parois cellulaires de ce champignon.
Le Phytophthora est un champignon pathogene qui cause des maladies chez plusieurs
plantes. Ce genre de champignon appartient a la classe des Oomycetes et se distingue des autres
champignons par differents aspects biochimiques. En effet, les parois cellulaires du
Phytophthora ne contiennent pas de chitine et sont constituees principalement de P-glucanes,
qui representent 80 a 90% du poids sec des parois (Bartnicki-Garcia et Wang, 1987). Deux types
de P-glucanes, jouant un role important au cours de la morphogenese, sont retrouves chez ce
champignon: les P-glucanes cellulosiques et non-cellulosiques. Ces deux types de P-glucanes
varient en proportion d'un stade a 1'autre du cycle vital du champignon (sporange, zoospore,
kyste, chlamydospore, oospore etc). La fraction cellulosique de ces P-glucanes est constituee de
liens glycosidiques P-1,4-, typiques de ceux de la cellulose. La fraction non-cellulosique qui est
la plus abondante, contient des liens glycosidiques P-1,3- hautement branches avec des liens de
type P-1,6- au point de branchement des residus. Dans cette fraction non-cellulosique, 10% des
polymeres de glucose sont formes de liens de type P-1,4- (Bartnicki-Garcia et Wang, 1983).
Selon Zevenhuizen et Bartnicki-Garcia (1969), la frequence des embranchements par des liens
P-1,6- est aussi elevee chez Phytophthora que chez la levure Saccharomyces cerevisiae et par
consequent, ces deux organismes auraient une forte similarite dans leur structure chimique de
P-glucanes. Ainsi done, une hydrolyse complete des parois cellulaires de Phytophthora
necessiterait une gamme variee d'enzymes parmi lesquelles on trouverait des P-1,3-, des P-1,4-
et des P-l,6-glucanases. L'action de la P-l,6-glucanase serait dans ce cas indispensable
puisqu'elle agirait comme une enzyme de debranchement des chatnes laterales de P-glucanes
pour faciliter 1'attaque par les autres enzymes, les P-1,3- et P-l,4-glucanases. Vue Ie role premier
que joue la P-l,6-glucanase dans Ie processus de lyse du mycelium de Phytophthora, 1'interet
fondamental pour 1'etude de cette enzyme s'est accrue. C'est done cette enzyme qui est Ie sujet
de ce travail.
Onze des treize souches d'actmomycetes isolees par Valois et al (1996), ont ete
caracterisees. Elles appartenaient toutes au genre Streptomyces et protegeaient les plantes de
framboisiers contre les infections causees par Phytophthora. Selon Toussaint et al(1997), ces
souches inhibaient egalement la croissance d'autres especes de champignon telles que Pythium
ultimum . Par ailleurs, 1'antagonisme entre les actinomycetes et les champignons est connu pour
une variete d'agents phytopathogenes tels que Alternaria (Chattopadhyay et Nandi, 1982),
Rhizoctonia (Rothrock et Gottlieb, 1984) et Fusarium (Sabaou et Bounaga, 1987). Recemment,
un biofongicide a base de cellules vivantes de Streptomyces griseoviridis, developpe par Kemira
Oy, a etc utilise pour proteger les plantes contre 1'infection au Fusarium et a VAlternaria
(Lahdenpera et al, 1991). Broadbent et al (1971) et Knauss (1976) ont etabli que plusieurs
streptomycetes pourraient inhiber la croissance des champignons du genre Pythium et
Phytophthora spp. grace a la production d'antibiotiques. Selon Crawford et al (1993), la
production d'antibiotique est tres souvent associee au pouvoir de controle biologique. Malgre Ie
fait que plusieurs actinomycetes secretent des chitinases, des glucanases et d'autres enzymes
hydrolytiques extracellulaires, aucune correlation n'a encore ete etablie jusqu'ici entre la
production d'enzymes hydrolytiques et 1'aptitude d'etre un agent de controle biologique chez les
actinomycetes. Valois et al (1996) out montre que les P-glucanases produites par les
actinomycetes antagonistes du Phytophthorafragariae var rubi etaient actives sur Ie mycelium
vivant de ce champignon qu'elles lysaient en 1'absence d'antibiotiques et pouvaient par Ie fait
meme, jouer un role significatif dans la suppression des maladies de plantes.
II ya quelques annees, les P-1,3- et P-l,4-glucanases ont etc rapportees chez les
actinomycetes (Bielecki et Galas, 1991; Gilbert et al, 1995). Cependant, ce n'est que tout
recemment, dans notre laboratoire, que des travaux ont permis de purifier et de caracteriser une
P-l,6-glucanase chez 1'actinomycete Streptomyces sp. EF-14, une souche capable de lyser
completement Ie mycelium de Phytophthora. Quinze acides amines de la portion N-terminale
de cette enzyme ont etc determines: ADPTAQVWVTTPDGA (Fayad, 1997). La comparaison
de cette sequence a celles des bases de donnees GenBank et SwissProt (Altschul et al, 1990) n'a
revele aucune homologie significative avec d'autres proteines. Ce qui nous laisse croire que cette
P-l,6-glucanase appartient a une nouvelle classe de proteine. Ainsi, nous avons opte pour Ie
clonage du gene codant pour cette P-l,6-glucanase, pour permettre des etudes moleculaires plus
approfondies, afin de mieux comprendre ses mecanismes d'action et son implication dans les
phenomenes d'antibiose.
Outre 1'implication dans 1'antagonisme centre les champignons phytopathogenes,
plusieurs applications potentielles peuvent etre attribuees a la P-l,6-glucanase. Elle pourrait etre
utilisee dans la lyse enzymatique et la desintegration des cellules microbiennes, methode
preferable a la mpture chimique ou mecanique, pour permettre ainsi la recuperation des produits
synthetises par ces microorganismes. De tels produits incluent les emulsifiants, les stabilisants,
les vitamines, les colorants, les enzymes et plusieurs proteines. Selon Kofod et al (1998), la
pustulanase qui est une P-l,6-glucanase pourrait par exemple etre utilisee pour extraire des
mannoproteines (bioemulsifiants) a partir des parois cellulaires de levure telle que
Saccharomyces cerevisiae. Dans Ie processus de fabrication de vins et de jus, la filtration
pourrait etre nettement amelioree avec 1'utilisation des P-l,6-glucanases puisque celles-ci
previendraient la croissance des microorganismes tels que Botrytis cinerea infectant les grappes
de raisins (Kofod et al, 1998). Une autre importante application de la P-l,6-glucanase serait la
production des protoplastes de levures et de champignons puisque la preparation et la
regeneration des protoplastes de tels organismes sont tres importantes pour 1'etude de fusion, de
transformation et de clonage (Kofod et al, 1998).
Bien que plusieurs P-l,6-glucanases soient caracterisees du point de vue biochimique,
seulement deux genes codant pour des endo-P-l,6-glucanases d'origine fongique out ete clones
et sequences (Lora et al, (1995); Kofod et al, (1998)). Jusqu'a present aucun article n'a
caracterise du point de vue moleculaire, une P-l,6-glucanase bacterienne. Ce qui accroTt encore
plus 1'interet de cloner ce gene chez 1'actinomycete Streptomyces sp. EF-14, qui est une
excellente productdce de cette enzyme. La comparaison de la P-l,6-glucanase provenant de EF-
14 (tableau D avec celle provenant du champignon Trichoderma harzianum (De la Cruz et al,
1995), qui est la mieux caracterisee moleculairement, montre que ces deux enzymes sont
differentes aussi bien au niveau des proprietes biochimiques (poids moleculaire de 66 KDa chez
la bacterie contrairement a 43 KDa chez Ie champignon) qu'au niveau de la structure moleculaire
(sequences N-terminales tres differentes). Ces deux enzymes sont cependant similaires sur Ie
mode d'action endo-glucanolytique et ne sont pas capables d'hydrolyser un dimere de glucose
tel Ie gentiobiose. La P-l,6-glucanase provenant de EF-14 a egalement ete comparee a la
pustulanase qui est une enzyme ayant une activite P-l,6-glucanase dont Ie gene vient d'etre clone
et sequence par Kofod et al (1998). H ya tres peu d'informations disponibles sur certains aspects
biochimiques de cette enzyme. Toutefois, son mode d'action est du type endo-glucanolytique et
son poids moleculaire a ete estime a 50 KDa. C'est une proteine qui est done moins grosse que
Tableau I: Comparaison des aspects physico-chimiques et moleculaires des P-1,6-






















la P-l,6-glucanase de EF-14. Par contre, cette pustulanase a un PM plus eleve que celui de la
premiere endo-P-l,6-glucanase purifiee par De la Cmz et al (1995) chez Ie meme organisme
Trichoderma harzianum.
Le but general du projet de recherche etait de cloner Ie gene codant pour une P-1,6-
glucanase provenant de Streptomyces sp. EF-14 et de 1'exprimer dans Streptomyces lividans TK-
24 qui est un hote de clonage bien connu chez les actinomycetes, excellents secreteurs
d'enzymes. La strategic utilisee pour atteindre 1'objectif principal est basee sur une approche
relativement recente, la genetique inverse. Contrairement a la demarche de la genetique
classique, on travaille a 1'envers c'est-a-dire qu'on remonte de la proteine vers Ie gene. En effet,
la sequence N-terminale de la P-l,6-glucanase purifiee chez EF-14 a permis de synthetiser un
oligonucleotide qui a etc utilise dans Ie criblage de la banque genomique de Streptomyces sp. EF-




LI Souches bacteriennes et plasmides
Toutes les souches bacteriennes et les plasmides utilises dans cette etude sont listes au
tableau H. La souche d'Escherichia coli DH5(X F (Gibco BRL) a servi a la propagation des
plasmides pUC119 (American Type Culture Collection) et pFD666 (Denis et Brzezinski, 1992).
E. coli DH10B (Gibco BRL) et XLI-Blue MRF (Stratagene) ont ete utilisees pour la construction
de la banque genomique de Streptomyces sp. EF-14, avec respectivement pFD666 et pUCl 19
comme vecteurs. La souche de E. coli JM 109 F (Promega) a servi a la preparation des plasmides
pBluescript S KIT - (Stratagene), a la production des ADNs simple brin lorsqu'elle est infectee
avec Ie phage helper R408 (Promega) et a des manipulations subsequentes des clones.
Streptomyces sp. EF-14 provenait de la collection d'actinomycetes non pathogenes isoles par
Faucher et al (1992). L'hote de clonage chez les actinomycetes a ete Streptomyces lividans TK-
24 dont la production en P-l,6-glucanase etait tres faible. Cette souche est une gracieusete de D.
A. Hopwood de John Lines institute, Norwich, Angleterre.
1.2 Milieux de culture
1.2.1 Milieux de propasation des souches bacteriennes
Le milieu LB (Sambrook et al, 1989) a servi a la croissance, la preparation des cellules
competentes et la transformation des differentes souches de E. coli enumerees dans la tableau
H, selon les conditions et les methodes decrites par Sambrook et al (1989). Les souches de E.
coli portant les plasmides pUCl 19 et pFD666 recombinants ont ete cultivees dans Ie milieu TB
(Sambrook et al, 1989). Le milieu de culture TYP (Promega) supplemente de 125 j^g/ml
d'ampicilline a ete utilise pour la production d'ADNsb des clones, dans Ie but d'obtenir les
Tableau It: caracteristiques des souches bacteriennes et des plasmides utilises pour Ie
clonage du gene de la P-l,6-glucanase.
SOUCHES/PLASMIDES
E. coli DH5a F
E. coli DH10B
E. coli XLI-BLUE MRF
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1 ATCC: American Type Culture Collection
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sequences en ADN. Chez les actinomycetes, tous les milieux utilises etaient ceux decrits par
Hopwood et al (1985), dans les memes conditions de croissance, sauf indication contraire.
Streptomyces sp. EF-14 a montre une bonne croissance dans Ie milieu YME (Yeast Malt Extract)
liquide. La spomlation s'est effectuee sur Ie meme milieu additionne de 1.5% d'agar (Difco). S.
lividans TK-24 a ete cultive dans Ie milieu TSB (Tryptic Soy Broth) pour la preparation des
protoplastes. La spomlation s'est effectuee sur Ie milieu SLM3 pendant environ 4 jours
d'incubation a 30°C et les spares ont ete conserves a -20°C dans du glycerol (20%).
1.2.2 Antibiotigues utilises pour la selection des transformants
Afin de selectionner les souches de E. coli DH10B transformees avec Ie produit de
ligation du vecteur pFD666/BamHI et des inserts d'ADNs coupes par BglQ., 50 Hg/ml de
kanamycine (Sigma) etaient ajoutes dans les milieux de culture liquides et solides. Les
transformants de E. coli XLI-Blue et JM109 F avec les vecteurs pUCl 19 et pBluescript SKII+
ou S KG' etaient selectionnes sur des milieux LB contenant respectivement 100 j^g/ml et 125
(ig/ml d'ampicilline (Sigma). Une concentration de 50 |.ig/ml de X-gal etait ensuite ajoutee dans
tous les petris d'ampicilline et 20 j^g/ml d'EPTG etaient ajoutes dans les petris de selection des
transformants XLI-Blue seulement. Chez les actinomycetes, la kanamycine a ete ajoutee dans
Ie milieu TSB liquide a raison de 50 ^ig/ml et dans 1'agar de surface du milieu de regeneration
des protoplastes R2YE (Hopwood ei al, 1985) a une concentration de 1,25 mg/ml (Denis et
Brzezinski, 1992).
1.2.3 Traitement de E. coli DH10B a la coumermvcine Ai
Afin d'eliminer Ie plasmide pMH31 (vecteur pFD666 portant Ie gene de la P-1,6-
glucanase) de la souche de E. coli DH10B, une culture liquide de DH10B(pMH31) dans du TB
+ kan 50 f^g/ml a ete incubee pendant 18 heures a 37°C. Une dilution de 10~4 de cette culture a
13
ete effectuee dans 2 ml de LB contenant de la coumermycine A^ (Sigma) a differentes
concentrations: 1 ng/ml, 2 jng/ml, 5 ^ig/ml et 10 (ig/ml. Apres 18 heures d'incubation a 37°C,
chaque culture a etc striee par epuisement sur un milieu LB solide sans antibiotique et LB solide
+kan 50 ng/ml. Apres 18 heures d'incubation, 10 colonies provenant du petri ayant la
concentration la plus elevee en coumermycine A^ ont etc repiquees en culture liquide (2 ml) pour
effectuer une extraction plasmidique afin de verifier 1'elimination de pMH31.
1.2.4 Detection de 1'activite 8-1,6-glucanase sur boite de petri
Les banques genomiques partielle et totale de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli XLI-
Blue et DH10B etaient etalees sur Ie milieu T-PUST qui contenait 6 g/L de TSB, 10 g/L de
pustulane de Umbilicaria papullosa (Calbiochem) et 1,5% d'agar, pour la detection des clones
P-l,6-glucanases positifs. Apres avoir autoclave ce milieu, 0,02 g/ml d'hydrolysat de caseine
(Difco) y avait ete ajoute pour ameliorer la croissance des transformants de E. coli. Pour la
confirmation de 1'activite P-l,6-glucanase, Ie plasmide pMH31 a ete reintroduit dans DH10B
et cette souche a ete ensuite etalee sur Ie milieu M9-PUST contenant 10 g/L de pustulane dans
Ie milieu minimum M9 modifie (0,6% Na2HP04; 0,3%. KH^PC^; 0,05% NaCl; 0,1% NN40 et
1,5% d'agarose) (Promega). Chez les streptomycetes, Ie milieu minimum constituant Ie milieu
M-PUST a etc celui decrit par Hopwood et al (1985). DH10B(pMH31) etait egalement etalee
sur des milieux minimum contenant differentes sources de carbone telles que la laminarine de
Laminaria digitata (0,4% p/v) et la cellulose (0,4% p/v), disponibles chez Sigma, pour verifier
si cette souche avait egalement des activites P-1,3- et p-l,4-glucanases.
1.2.5 Milieux de production delaj3-l,6-glucanase
Differents milieux ont ete testes pour la production de la P-l,6-glucanase a partir des
clones de 5'. Uvidans TK-24: Ie milieu MPA-pustulane contenant 4,5 g/L K2HP04; 0,2 g/L
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MgS04.7H20; 0,01 g/L FeS04.7H20; 0,01 g/L CaCLz^H^O; 1 ml/L de solution de micro
elements (Hopwood et al, 1985); 0,1 g/L de sulfate d'ammonium; 2 g/L d'extrait de malt; 10 g/L
de pustulane; Ie milieu MBSM-amidon dont la composition est la suivante: 2 g/L de L-
asparagine, 0,5 g/L MgCL2.6Hp; 1 g/L NaCl; 3 g/L K^PO ; ft,5 g/L KH PR ; ^ mg/L
FeC^^Hp; 30 g/L (N1^)2804; 20 g/L d'amidon et Ie milieu minimum (Hopwood et al, 1985)
supplemente de chacun des substrats suivants: 0,5% de Candida utilis pour Ie milieu CU, 1%
de pustulane pour Ie milieu PU puis 2% d'amidon pour Ie milieu AM. La levure Candida utilis
a ete utilisee dans Ie milieu CU a cause de la similitude de sa paroi cellulaire a celle de
Phytophtora, paroi cellulaire riche en R-glucanes de differentes sortes: P-l,3-glucanes, P-1,6-
glucanes et P-l,3-/P-l,6-glucanes hautement branches (Gopal et al, 1984).
1.3 Preparation des cellules competentes et des DrotoDlastes
Pour 1'electroporation, les cellules ont etc rendues competentes puis transformees par
electroporation selon les directives du manufacturier (Biorad). Une culture de E. coli (50 ml)
dont la D.O. a 600 nm se situait entre 0,5 et 0,7 a ete recoltee et centrifugee pendant 10 min a
4°C. Les cellules ont ete resuspendues dans Ie meme volume de glycerol (10%) froid puis
centrifugees pendant 10 min. Deux etapes de lavage ont ete effectuees, avec 25 ml de glycerol
au premier tour et 1 ml au deuxieme tour. Les cellules ont ete resuspendues dans un volume final
de 0,125 ml de glycerol (20%) pour obtenir une concentration de 1 a 3 x 10 cellules/ml et ont
ete gardees a -20°C, en aliquot de 40 |j,l dans des tubes de 1,5 ml en polypropylene. Pour la
transformation, 2 p.1 d'ADN ont ete ajoutes a 40 |j,l de cellules degelees et Ie melange a ete
transfere dans une cuvette a electroporation (0,2 cm) gardee a 4°C. La cuvette a ensuite ete
soumise a une pulsion electrique dans 1'appareil a electroporation de Biorad, sous des conditions
de 25 p,F, 200 Ohms et 2,5 kV. Les cellules transformees out ete incubees a 37°C pendant une
heure apres 1'ajout de 1 ml de milieu SOC liquide (2% de Bacto-tryptone; 0,5% d'extrait de
levure; lOmM NaCl; 2,5 mM Kcl; 10 mM MgC^; 10 mM MgS04 et 20 mM de glucose) et
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etalees ensuite sur Ie milieu de selection contenant 1'antibiotique approprie.
Les protoplastes de S. Uvidans TK-24 ont ete prepares, transformes et soumis a la
regeneration sur Ie milieu R2YE comme decrit par Hopwood et al (1985) sauf que 1'agar de
surface du R2YE a ete remplace par un milieu selectif contenant 1,25 mg/ml de kanamycine et
est compose de 10 g/L de pustulane et 0,1 g/L de TSB dans 50 mM de tampon acetate de sodium
pH 5,5.
1.4 Manipulation de FADN et construction de la banque senomique
1.4.1 Isolement de 1'ADN senomiaue
L'ADN genomique de Streptomyces sp. EF-14 a etc isole et purifie d'apres Ie protocole
de Hopwood et al (1985) utilisant Ie melange "2X Kirby".
1.4.2 Transfert de type Southern et hybridation
L'ADN de Streptomyces sp. a ete digere par differentes enzymes de restriction (Seal,
B glH, Notl, Pstl, PvuQ, Mlul et Nrul) utilisees selon les directives du manufacturier (Pharmacia).
Les fragments d'ADN resultants de ces digestions ont ensuite ete separes par electrophorese sur
gel d'agarose 0,8 % dans du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) comme decrit par Sambrook et
al, (1989). Selon les instructions du manufacturier, les fragments d'ADN ont ete transferes toute
la nuit sur des membranes de nylon Hybond-N (Amersham) dans une solution de transfert
constituee de 1,5 M NaCl et 0,25 M NaOH. Les membranes ont ete ensuite rincees avec du 2X
SSC (17.5% NaCl; 8,8% citrate de sodium; pH ajuste a 7,0) puis traitees pendant 10 min a la
chaleur (80°C) pour fixer les fragments d'ADN. La prehybridation et 1'hybridation ont ete
effectuees selon un protocole modifie de Sambrook et al (1989). En fait, la formamide dans les
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solutions de prehybridation et d'hybridation, a ete tout simplement remplacee par de 1'eau
distillee et 1'ADN de sperme de saumon a ete remplace par 1'ADN de sperme de hareng. La
prehybridation s'est effectuee a 42°C pendant une heure, suivie de 1'hybridation qui a dure,
environ 16 heures a la meme temperature. A mains d'indication contraire, les membranes de
nylon ont etc ensuite soumises a deux lavages, un de 30 min et 1'autre de 15 min, avec une
solution contenant 0,2X SSC et 0,1% SDS. Les sondes utilisees, de fa^on independante, pour
1'hybridation etaient les oligonucleotides KF-1 (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3') heterogene
car il etait constitue d'un melange de 8 sequences differentes codant toutes pour la meme
sequence d'acides amines, la lettre S rempla^ant un nucleotide G ou C et KF-2 (5'-
ACCGCCCAGGTCTGGGTCAC-3') inspire du premier en rempla9ant les codons degeneres par
les codons les plus frequents selon 1'usage des codons chez les actinomycetes (Bibb et al, 1984).
Ces oligonucleotides ont ete synthetises a partir de la sequence N-terminale de la P-1,6-
glucanase constituee de 15 acides amines (ADPTAQVWVTTPDGA). Chaque oligonucleotide
(100 pmoles) a ete marque au y- 2P-dATP (Amersham) selon Ie protocole de marquage decrit
par Sambrook et al (1989) et a ete ensuite purifie a 1'aide de la microcolonne G-50 (Pharmacia)
pour separer la radioactivite libre de la sonde. L'activite specifique des sondes a ete determinee
au compteur a scintillation (Beckman), par effet Cerenkov. Apres 1'hybridation, les membranes
lavees ont ete autoradiographiees pendant une duree minimale de 48 heures a -70°C, en utilisant
un film XRP (Kodak) dans une cassette (Wolf H-Ray corp.) contenant des ecrans intensifiants.
1.4.3 Isolement des ADNs plasmidiaues
Les plasmides ont ete isoles des souches de E. coli par la methode de lyse alcaline
(Sambrook et al, 1989). Chez les Streptomycetes, 1'extraction d'ADN plasmidiques s'est faite
suivant un protocole modifie de Hopwood et al (1985), celui de 1'extraction d'ADN genomique
avec Ie melange "2X Kirby". La procedure est la suivante: une culture dense (25 ml) de S.
lividans TK-24 transformee avec Ie plasmide pFD666, culture jeune d'environ 40 heures, a ete
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centrifugee pendant 15 min a 4000 X g et Ie culot a ete resuspendu dans 3 ml de solution de
lysozyme (2 mg/ml de lysozyme dans du sucrose 0,3 M, du Tris-Cl 25 mM pH 8, et de 1'EDTA
25 mM pH 8). Apres une incubation de 10 min a 37°C, un volume de 4 ml du melange "2X
Kirby" a ete rajoute et Ie tout a etc brasse au vortex pendant une minute. Apres cette etape, une
solution TE (Tris-EDTA) et les solutions H et m de Sambrook ei al (1989) ont ete utilisees. En
fait, pour un volume de 5 ml apres Ie melange "2X ICirby", 1 ml de solution TE et 8 ml de
solution It out etc ajoutees successivement puis melangees delicatement par inversion. Apres
avoir laisse Ie melange 10 min sur glace, la solution III (3 ml) a ete rajoutee et melangee par
inversion. La preparation a ete gardee au moins 45 min sur glace puis centrifugee pendant 10 min
a 4000 X g. Le surnageant a ete recupere et melange au meme volume de phenol:chloroforme
(1:1) puis centrifuge a nouveau pendant 10 min. La phase aqueuse recoltee a ensuite subi une
precipitation avec 2 volumes d'ethanol. Apres 10 min de centrifugation, 1'ADN precipite a ete
seche, resuspendu dans une solution de TE (Tris-EDTA) et traite a la ribonuclease a une
concentration finale de 100 ^g/ml.
1.4.4 Construction de la banaue senomique deStreptomyces sp. EF-14
Le plasmide pUC119 a servi a la construction de la banque genomique partielle de
Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli XLI-Blue et pFD666 a servi a la construction de la banque
genomique totale dans E. coli DH10B. Les deux plasmides ont etc digeres par 1'enzyme de
restriction BamHI (Pharmacia) choisie parmi les enzymes presentes dans Ie site de clonage
multiple (SCM) des deux plasmides, puis ils ont etc dephosphoryles a 1'aide de la phosphatase
alcaline CIAP (Calf intestinal alcalin phosphatase) de Promega, en suivant Ie protocole de
dephosphorylation decrit par Sambrook et al (1989). Des fragments d'ADN (5 a 20 Kb) digeres
par BamHl ont ete isoles du gel d'agarose TAB (Tris-Acetate-EDTA) 0,8% (Sambrook et al,
1989) selon les instructions du fabriquant de la trousse " Gene Clean" (Bio 101, Inc.). Ces
fragments d'ADN ont ete inseres dans Ie plasmide pUCl 19 qui a ete linearise et dephosphoryle
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a 1'aide de la T4 ligase (Promega). La ligation s'est effectuee pendant au moins 16 heures a 15°C
selon un rapport (insert: vecteur) de 3:1. Les produits de ligation ont ete precipites a 1'ethanol et
135 ng ont etc utilises pour 1'electroporation de 40 ]i\ de cellules competentes. Apres une heure
d'incubation, les cellules out etc etalees sur Ie milieu T-PUST opacifie contenant 100 ng/ml
d'ampicilline. Les petris ont ete incubes a 37°C pendant une semaine pour selectionner les clones
producteurs de la P-l,6-glucanase. Pour la constmction de la banque genomique totale de
Streptomyces sp. EF-14 dans la souche de E. coli DH10B, les fragments d'ADN de taille
moyenne de 12,5 Kb, resultant de la digestion totale de 1'ADN genomique de Streptomyces sp.
EF-14 par 1'enzyme BglS. ont ete inseres dans Ie plasmide pFD666 digere par 1'enzyme BamHI
et dephosphoryle. Les conditions de ligation etaient les memes que celles de la ligation
precedente. L'electroporation des cellules competentes s'est effectuee avec 125 ng de ce melange.
Les cellules incubees a 30°C pendant une heure ont ete etalees sur Ie milieu T-PUST
supplemente de kanamycine (50 |Lig/ml). Les petris ont ete incubes a 30°C pendant 4 jours, pour
la detection des clones producteurs de la P-l,6-glucanase.
1.5 Criblase de la banaue senomiqne
Deux methodes de criblage ont ete utilisees pour identifier les clones positifs pouvant
coder pour 1'enzyme d'interet: la detection phenotypique et la technique d'hybridation avec
1'oligonucleotide radioactif.
1.5.1 Detection phenotvmaue
C'est une technique qui consiste a etaler les cellules de E. coli transformees par
electroporation avec 1'ADN genomique sur les milieux T-PUST et M9-PUST opacifies afin de
detecter les colonies creant autour d'elles une zone de degradation claire. Ces deux milieux
lorsque coules dans des boites de petri, etaient gardes 48 heures a temperature de la piece puis
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transferes a 4°C ou ils s'opacifiaient apres environ une semaine. Lorsque les milieux T-PUST
et M9-PUST etaient immediatement utilises apres leur preparation, apres 4 a 7 jours d'incubation
des cellules electroporees a 30°C, une coloration au rouge congo 0,2% (Sigma) etait effectuee
pendant environ 10 min, suivie d'une decoloration avec une solution de NaCl (1M) selon Ie
protocole modifie de Begin (1983). En fait, la concentration du rouge congo qui etait de 0,1%
dans ce protocole a ete augmentee a 0,2% pour notre etude. La coloration au rouge congo a
egalement ete utilisee pour la confirmation des activites P-glucanases par les clones lorsqu'ils
etaient repiques sur du milieu minimum solide additionne de laminarine ou de cellulose comme
source de carbone.
1.5.2 Criblase par hybridation
Pour cribler les clones potentiels de la P-l,6-glucanase par hybridation, c'est la technique
"SDB Selection" qui a ete utilisee. Cette technique a deja ete utilisee par Jones et Hopwood
(1984), pour une selection par elimination de populations via des essais enzymatiques. Dans
notre etude, Ie principe consistait a transformer E. coli DH10B avec une population de plasmides
issus de labanque genomique totale de Streptomyces sp. EF-14, a amplifier ces plasmides afin
de les hybrider avec la sonde KF-1 pour eliminer certaines populations de fa^on selective.
Afin de selectionner les populations plasmidiques ayant une sequence en ADN
homologue a la sonde KF-1 utilisee pour 1'hybridation, la souche DH10B a ete transformee par
electroporation avec 245 ng du melange de ligation des inserts d'ADN BglQ avec Ie vecteur
pFD666 constituant labanque genomique BglQ de Streptomyces sp. EF-14 . Les cellules ainsi
transformees etaient divisees en 20 populations etalees sur Ie milieu solide LB + kan (50 ^ig/ml),
dans 20 boites de petri. Apres 18 heures d'incubation a 30°C, chaque population etait recoltee
dans 3 ml de LB + kan (50 j^g/ml) puis reincubee a 30°C une heure additionnelle, pour etre
amplifiee. Les ADNs plasmidiques ont etc extraits, digeres par 1'enzyme de restriction Pstl
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choisie dans Ie SCM de pFD666, soumis a 1'electrophorese sur gel d'agarose 0,8% puis transferes
sur des membranes de nylon. Une hybridation a ete effectuee avec la sonde KF-1 et les
populations ayant emis un signal plus fort sur 1'autoradiogramme ont etc selectionnees. L'ADN
des populations choisies a ete utilise pour electroporer les cellules competentes et chaque
population a etc divisee en 7 sous populations qui ont ete soumises aux memes etapes
d'amplification, d'extracdon d'ADN, de digestion , de transfert puis d'hybridation. A la derniere
etape de selection, les clones de chaque sous population ont ete analyses individuellement selon
les memes etapes.
1.6 Identification et seguencase des fragments d'ADNdes clones ^^^^^^^^ to
Polisonucleotide KF-1
1.6.1 Identification de la resion d'homolosie des clones avec KF-1
Les clones ont ete digeres avec des enzymes de restriction, provenant de sources variees
(Pharmacia, Boehringer Mannheim et Biolabs), fragmentant 1'ADN en plusieurs morceaux. Ces
fragments d'ADN ont ete ensuite separes par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, transferes
sur membrane de nylon puis hybrides avec la sonde KF-1. Les plus petits fragments d'ADN
donnant un signal etaient ainsi choisis pour 1'etape subsequente. Certains fragments d'ADN
etaient identifies directement par la technique de SIB Selection expliquee ci-haut dans la section
1.5.2.
1.6.2 Production d'ADN sb
Les fragments d'ADN ayant une homologie avec la sonde out etc sous clones dans les
plasmides pBluescript SKH+ et SKD" qui possedent 1'origine de replication du phage helper. Les
cellules competentes JM109F' ont ete electroporees avec les plasmides recombinants puis ont
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etalees sur du milieu LB+amp (125 jig/ml) et X-gal (50 ng/ml). Les petris ont ete incubes a 30°C
pendant 48 heures et les colonies blanches ont etc repiquees en milieu liquide pour etre infectees
avec Ie phage R408, selon Ie protocole du fournisseur (Promega), afin de recolter 1'ADN sb. Une
legere modification a ete apportee au protocole de production du simple brin de Promega: la
croissance des cellules infectees s'est effectuee a 30°C au lieu de 37°C comme c'est indique dans
Ie protocole.
1.6.3 Seauencase d'ADN
La sequence nucleotidique de 1'ADN sb a ete determinee a 1'aide du sequenceur
automatique ALP de Pharmacia. Les reactions de sequengage ont ete effectuees en utilisant des
amorces fluorescentes et les produits de la trousse "Sequence kit" selon les instructions du
fournisseur (Pharmacia). L'amorce de sequengage universelle, un oligonucleotide s'hybridant a
une sequence d'ADN proche de la region a sites de clonage multiple de tous les vecteurs derives
du phage filamenteux Ml 3, a ete utilisee pour amorcer Ie sequengage de 1'ADNsb produit avec
Ie plasmide pBluescript SKQ+. Pour amorcer Ie sequen9age de 1'ADN sb produit avec pBluescript
SKQ~, c'est 1'amorce inverse, un oligonucleotide s'hybridant a une sequence du promoteur du
gene lacrL des vecteurs derives du phage Ml 3 qui a ete utilise.
1.7 Analyse informatiaue des sequences d'ADN
Pour analyser les phases de lecture ouverte dans une sequence codante, c'est Ie
programme "Frame" (gracieusement fourni par Ie Dr. F. Denis, IRCM, Montreal) qui a ete
utilise. Les sequences en acides amines deduites ont etc comparees a celles contenues dans les
bases de donnees SwissProt et GenBank (Altschul et al (1990, 1997); Gish et States, (1993)).
Certaines des sequences d'ADN determinees ont ete soumises au systeme d'analyse des
sequences de 1'IRCM (Montreal), base sur Ie programme informatique GCG developpe a
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1'universite de Wisconsin.
1.8 Transfer! de la bangue genomiquede Stre^tomyces sp. EF-14 dans S. lividans TK-24
1.8.1 Transformation des protoplastes avec la banaue amplifiee
Les cellules competentes de E. coli DH10B electroporees avec 1'ADN de la banque
genomique totale et incubees environ 18 heures a 30°C ont ete recoltees puis amplifiees dans 100
ml de LB + kan (50 jng/ml) pendant une heure, afin d'extraire les ADNs plasmidiques constituant
toute la banque amplifiee. Les protoplastes de S. lividans TK-24 ont ete transformes selon la
technique de Hopwood et al (1985), avec 1,5 (.ig d'ADN de la banque plasmidique. La
regeneration s'est effectuee sur Ie milieu R2YE pendant environ 20 heures puis 1'agar de surface,
remplace par de 1'agarose 0,3%, contenu dans 50 mM de tampon acetate de sodium pH 5,5
additionne de pustulane (10 g/L) autoclave, a etc ajoute sur les cellules regenerees. Les petris ont
etc incubes environ 4 jours pour la selection des clones d'interet.
1.8.2 Transfert de pMH31 dans S. lividans TK-24
Le plasmide de pMH31 amplifie, issu de E. coli DH10B, a ete transfere dans S. lividans
TK-24 de la meme fa9on que Ie transfert de la banque genomique totale BglQ de Streptomyces
sp. EF-14, a la seule difference que 1'agar de surface etait constitue de 0,3% de TSA (Tryptic Soy
Agar).
1.9 Production de la (3-1,6-slucanase par les clones
E. coli DH10B contenant pMH31 a ete inoculee dans 3 ml de TB + kan (50 ^g/ml) et a
etc incubee environ 16 heures a 30°C. Le milieu de culture a ete ensuite centrifuge et les cellules
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ont ete resuspendues dans du tampon acetate de sodium 50 mM pH5,5. Les cellules soniquees
pendant 40 sec a 4°C a 1'aide d'un sonicateur provenant de Quigley-Rochester inc., ont etc
centdfugees pendant 5 min et Ie surnageant (100 ^1) a ete recolte pour Ie dosage de 1'activite p-
1,6-glucanase selon la methode de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966).
Les proteines periplasmiques de la souche de E. coli contenant Ie plasmide pMH31 ont
ete extraites selon un protocole modifie de Manoil et Beckwith (1986). Une culture de 10 ml de
cette souche en phase exponentielle a ete centrifugee a 4°C pendant 5 min a 4000 X g. Les
cellules ont etc resuspendues dans 600 (^1 de tampon de spheroplastisation froid constitue de 100
mM tris-Cl pH 8,0; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM de sucrose et 20 |Lig/ml de PMSF. Apres un repos
de 5 min sur glace, Ie melange a ete centrifuge a nouveau pendant 5 min et les cellules ont ete
recuperees et rechauffees a temperature de la piece. Des volumes de 600 ^il d'eau froide et 30 [i\
de MgCl^ 20 mM y ont ete ajoutes. La suspension ainsi obtenue a ete gardee une minute sur
glace avant d'etre centrifugee pendant 3 min. Le surnageant contenant les proteines
periplasmiques a etc recupere et concentre a 1'aide du dispositif centricon-10 (Amicon, inc.). Le
produit de concentration (100 jjl) a ete utilise pour Ie dosage des activites P-1,3- et P-1,6-
glucanases selon la methode de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966).
Chez les clones de S. Uvidans TK-24,1'essai de production de 1'enzyme a ete effectue
avec differents milieux. Des spores de S. lividans TK-24(pMH31) ont ete inocules dans 25 ml
de chacun des milieux MBSM- amidon et MPA-pustulane supplementes de kanamycine (50
j^g/ml) puis incubes pendant 96 heures a 30°C. Les spares de S. Uvidans TK-24(clol) et S.
Uvidans TK-24(pFD666) ont egalement ete incubes a 30°C pendant 96 heures dans les milieux
CU, PU et AM decrits plus haut dans la section 1.2.5. Pour les 3 clones, apres 24, 48,72 et 96
heures, Ie milieu de croissance a ete preleve a raison de 1 ml puis centrifuge 5 min et Ie
surnageant a etc conserve pour effectuer Ie dosage de 1'activite P-l,6-glucanase.
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LIQ Determination des sucres reducteurs selon la methode de Nelson-SomQgYi
L'activite P-l,6-glucanase des surnageants de culture a etc mesuree en estimant la
quantite de sucres reducteurs produits pendant la reaction enzyme-substrat. Le substrat utilise
a cet effet etait Ie pustulane (2,5 mg/ml). La methode utilisee pour determiner la quantite de
sucres reducteurs a ete celle de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966). La reaction etait faite dans un
volume total de 500 |nl contenant 20, 30, 40 ou 100 ^1 de surnageant de culture avec
respectivement 480,470,460 ou 400 (^1 de pustulane (2,5 mg/ml dans 50 mM de tampon acetate
de sodium au pH optimal de 5,5). Le melange reactionnel a etc incube pendant 10 min a la
temperature optimale de 50°C (Fayad, 1997). Un volume de 500 [il de reactif CA (cuivre alcalin)
a ensuite ete ajoute. Ce qui arretait la reaction enzymatique. Les tubes contenant Ie melange
reactionnel ont ete bouillis pendant 15 min puis refroidis. 500 |Lil de reactif AM
(arsenomolybdique) et 4,5 ml d'eau ont etc ajoutes comme c'est decrit dans Ie protocole de
dosage de sucres reducteurs. La lecture spectrophotometrique des echantillons a ete effectuee a
520 nm. La composition des reactifs CA et AM a ete decrite par Spiro (1966). Des echantillons
de reference contenant du tampon acetate de sodium a la place du surnageant de culture etaient
prepares en parallele avec les tubes de reaction. Pour doser 1'activite P-l,3-glucanase, Ie
pustulane etait remplace par la laminarine (2,5 mg/ml).
Pour calculer 1'activite enzymatique, la quantite de sucres reducteurs dosee dans les
echantillons de reference etait soustraite de celle du melange reactionnel contenant Ie surnageant
de culture. Une unite d'activite R-glucanase con-espond a la quantite d'enzyme requise pour
liberer 1'equivalent de 1 (imole de sucres reducteurs pendant une minute dans les conditions de
reaction specifiees ci-haut.
1.11 Determination des sucres reducteurs a Paide du reactif PAHBAH
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Pour mesurer la quantite de sucres reducteurs liberes par la P-l,6-glucanase purifiee chez
Streptomyces sp. EF-14, c'est Ie protocole modifie de Schep et al (1984) et Lever (1973), se
servant du reactif PAHBAH qui a etc utilise. Cette methode de dosage etait huit fois plus
sensible que celle de Nelson-Somogyi decrite ci-haut dans la section 1.10 (Fayad, 1997). En fait,
Ie reactifPAHBAH (0,5%) a ete constitue en melangeant 5 ml de chacun des solutions suivantes:
1M N^803; 0,2M CaCl^; 0,5M citrate tnsodique et 5M NaOH, et Ie volume a ete ajuste a 100
ml avec de 1'eau distillee. 0,5 g de PAHBAH (Sigma) a etc dilue dans ce melange prepare
immediatement avant Ie dosage. Pour effectuer Ie dosage, 50 ^il de melange reactionnel d'un
temps d'incubation precis ont ete ajoutes a 450 ^il de tampon sodium acetate 50 mM pH 5,5 et
a 1 ml de reactif PAHBAH (0,5%). Les tubes reactionnels et les tubes de reference qui ont ete
prepares de la meme fagon mais en remplagant Ie melange reactionnel par du pustulane (2,5
mg/ml), ont ete places 10 min dans de 1'eau bouillante puis refroidis sur glace. La densite optique
a ete ensuite lue a 420 nm. Le calcul de la quantite de sucres reducteurs liberes a ete effectue en
fonction d'une courbe standard etablie avec du glucose.
1.12 Prpduits d'hydrolyse de differents substrats par la (3-1,6-glucanase purifiee chez
Streytomyces so. EF-14
La P-l,6-glucanase provenant de Streptomyces sp. EF-14, purifiee dans notre laboratoire,
a ete utilisee a raison de 7,5 mU pour des digestions partielles de differents substrats tels que:
Ie pustulane, la laminarine et Ie gentiobiose, afin de doser 1'activite enzymatique et analyser les
produits d'hydrolyse par chromatographie sur couche mince (CCM).
1.12.1 Disestion des differents substrats
Une digestion partielle du pustulane (2,5 mg/ml) par la P-l,6-glucanase a ete effectuee
pendant une heure a 50°C, dans 50 mM de tampon acetate de sodium pH 5,5. A differents temps
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d'incubation: 5 min, 20 min et 60 min, 50 |Lil du melange reactionnel sur un volume total de 2 ml
a ete preleve pour mesurer la quantite de sucres reducteurs produits en utilisant Ie reactif
PAHBAH (0,5%). Le reste de melange reactionnel a ete bouilli pendant 10 min pour denaturer
1'enzyme afin d'analyser par CCM les produits generes lors de 1'hydrolyse.
La laminarine (2,5 mg/ml) a ete digeree en parallele avec Ie pustulane (2,5 mg/ml) dans
un volume de 1 ml contenant 10 j^l de P-l,6-glucanase (diluee 1/10) et 990 |Lil de substrat dans
du tampon acetate de sodium 10 mM pH5,5, concentration permettant de diminuer 1'effet des sels
sur la migration en realisant la chromatographie sur couche mince. L'incubation s'est effectuee
a 50°C pendant 17 heures et 500 |-il du melange reactionnel a etc dose selon la methode de
Nelson-Somogyi. Le reste d'hydrolysat a ete garde pour Ie CCM.
Le dernier substrat utilise a ete Ie gentiobiose a raison de 1 mg/ml dans Ie meme tampon
que precedemment et les temps d'incubation etaient de 24,48 et 72 heures. Seulement 10 (il de
melange reactionnel a ete dose par la methode utilisant Ie reactif PAHBAH 0,5%. Une CCM des
hydrolysats a etc effectuee.
1.12.2 Chromatosraphie sur couche mince desproduits de digestion
Les produits de digestion du pustulane, de la laminarine et du gentiobiose par la P-1,6-
glucanase ont ete deposes a raison de 25 a 30 |^1 sur une plaque de silice (Silica gel-G Whatman)
pour la chromatographie. Les standards utilises etaient Ie glucose (4 mg/ml) et Ie gentiobiose (4
mg/ml) dont 5 (.il ont ete deposes sur la plaque de silice. Le solvant de migration utilise etait
compose de n-butanol, d'ethanol et d'eau dans les proportions (5:3:2). Apres la migration, la
plaque a etc sechee puis trempee dans une solution de revelation contenant de 1'ethanol, de
1'acide sulfurique et de 1'anisaldehyde (9:0,5:0,5) comme decrite par Stahl et Kaltenbach (1961).




2.1 Digestion du genome de Streptomyces sp, EF-14 et hybridation avec KF-1 et KF-2
L'ADN genomique de Streptomyces sp. EF-14 digere avec differentes enzymes de
restriction a etc transfere sur membrane de nylon avant d'etre hybride avec chacune des sondes
KF-1 et KF-2 (voir Materiel et methodes). Les deux sondes donnant des resultats d'hybridation
tres semblables, seuls ceux obtenus avec la sonde KF-1 sont representes a la figure 1. Pour
chaque enzyme de restriction utilisee, Ie puits equivalent montre plusieurs signaux, dus a
1'heterogeneite de la sonde qui etait composee d'un melange de 8 sequences nucleotidiques
differentes. Parmi les enzymes de restriction utilisees, nous avons retenu BglQ (puits 2, fig. 1)
pour la construction de la banque genomique totale de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli
DH10B. En effet, BglH a donne des signaux avec des fragments d'ADN genomique de taille
moyenne d'environ 12,5 Kb. D'autre part, 1'enzyme de restriction BamHI a egalement donne des
fragments d'ADN de taille moyenne de 12,5 Kb mais par contre avec beaucoup de signaux au
niveau des petits fragments d'ADN de 3 a 4 Kb avec la sonde KF-1 (resultats non montres).
Cette enzyme a ete choisie pour constmire la banque genomique partielle de Streptomyces sp.
EF-14 dans E. coli XLI-Blue MRF.
2.2 Construction des bangues senomigues BamHl et Belll de EF-14
La banque genomique partielle de EF-14 a ete construite avec Ie plasmide pUCl 19. Des
fragments d'ADN de Streptomyces sp. EF-14 (5 a 20 Kb) extraits du gel d'agarose 0,8% ont ete
ligues au plasmide pUCl 19 coupe par BamHI dans un rapport molaire de 3:1 (insertvecteur).
En utilisant Ie systeme de detection de colonies bleues versus les colonies blanches, 7000
transformants blancs out ete obtenus avec 6700 recombinants (dont les plasmides portaient un
insert) et 300 transformaats (avec des plasmides ne portant aucun insert). Pour la banque totale,
Fig. 1. Hybridation de 1'ADN genomique de EF-14 digere par differentes enzymes de
restriction avec I'oligonucleotide KF-1 marque au 32P. Puitsl: ADN genomique
non digere; 2: Seal; 3: BgM; 4: AM; 5: P^I; 6: PVMH; 7: M/MI; 8: NruR.
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la ligation (dans Ie rapport 3:1) des fragments d'ADN BglH de taille moyenne de 12,5 Kb avec
Ie plasmide pFD666 digere par BamHl a genere 14700 recombinants qui representaient Ie
genome de Streptomyces sp. EF-14 a 99,9% (annexe 1).
2.3 Criblase des clones positifs
2.3.1 Detection phenotypique
La banque genomique partielle dans E. coli XLI-Blue a ete etalee sur Ie milieu solide T-
PUST (6 g/L de TSB +10 g/L de pustulane) dans des boTtes de petri pour tester la capacite des
recombinants a degrader Ie pustulane. Apres une semaine d'incubation a 37°C, aucune colonie
n'a produit une zone de degradation autour d'elle. Les 14700 recombinants de la banque totale
ont permis sur Ie meme milieu, la detection de 3 clones preliminaires entoures d'une zone claire
visible a 1'oeil nu. Apres 1'extraction de 1'ADN plasmidique de ces clones et une analyse plus
approfondie, un seul clone s'est avere etre positif: Ie clone pMH31, derive du vecteur pFD666.
La colonie de E. coli DH10B portant ce plasmide, DH10B(pMH31), a ete repiquee sur Ie milieu
minimum M9 solide contenant uniquement du pustulane comme source de carbone (milieu M9-
PUST) afin de confirmer 1'activite P-l,6-glucanase. La figure 2 montre 1'expression du plasmide
pMH31 transforme dans E. coli DH10B qui etait repiquee sur Ie milieu M9-PUST. La zone
claire produite autour de la colonie DH10B(pMH31) sur les petris 1 et 2 est due a la degradation
du pustulane apres 3 jours d'incubation a 30°C. Le temoin, E. coli DH10B(pN3666) ne degradait
pas Ie pustulane.
De plus, E. coli DH10B(pMH31) a ete striee sur des milieux minimum M9 (Promega)
contenant differentes sources de carbone telles que la cellulose (0,4% (p/v)), la laminarine (0,4%
(p/v)) et Ie pustulane (1% (p/v)); Ie demier milieu constituant Ie milieu M9-PUST. Les resultats
obtenus sur la degradation des differents substrats ont etc releves apres 3 jours d'incubation des
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(1) (2)
Fig. 2. Expression de la P-l,6-glucanase par E. coli DH10B transformee avec Ie
plasmide pMH3L Une zone d'hydrolyse claire indiquant 1'activite P-1,6-
glucanase est evidente autour de la colonie repiquee sur Ie milieu minimum M9
contenant du pustulane et de la kanamycine. Les temoins DH10B(pFD666),
indiques par une fleche, ne degradaient pas Ie pustulane. A gauche, Ie petri (1)
contient Ie milieu M9-PUST opacifie alors qu'a droite, Ie petri (2) a ete colore
au rouge congo 0,2% .
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petris a 30°C. Le tableau ffl illustre les differentes activites enzymatiques du clone
DH10B(pMH31). La souche DH10B portant Ie plasmide pN)666 a ser^i de temoin negatifpour
ce test. Nous avons note 1'absence de zone de degradation autour de ce transformant sur tous les
milieux testes. Cependant, DH10B(pMH31) cree autour d'elle une zone de degradation visible
sur les milieux contenant la laminarine et Ie pustulane, apres une coloration au rouge congo
0,2%. Par centre, aucune zone de degradation n'etait observee sur Ie milieu contenant la
cellulose. La conclusion tiree de ces resultats est que Ie clone DH10B(pMH31) possede a la fois
les activites P-1,3- et P-l,6-glucanases mais aucune activite P-l,4-glucanase.
DH10B(pMH31) a etc egalement striee sur deux autres milieux: Ie milieu minimum M9
contenant 1% de pustulane comme source de carbone mais 1'agarose avait ete remplacee par de
1'agar et un milieu faiblement riche, contenant 0,6% (p/v) de TSB, 1% (p/v) de pustulane et 1,5%
(p/v) d'agarose. Sur Ie premier milieu, il n'y avait qu'une faible degradation de pustulane
compare au milieu M9-PUST et sur Ie deuxieme milieu il n'y avait pas de degradation. Sur ces
deux milieux, Ie temoin negatif ne produisait aucune zone de degradation (tableau ffl).
2.3.2 Traitement a la coumermvcine A^
Dans 1'optique de verifier que c'est bien Ie plasmide pMH3 1 qui etait implique dans la
degradation du pustulane du milieu M9-PUST mais non pas la souche DH10B elle-meme, des
traitements de DH10B(pMH31) a la coumermycine A^ (1 ^ig/ml, 2 |Lig/ml, 5 ^ig/ml et 10 |Lig/ml)
ont ete effectues. Selon Samuels et al (1994), la coumermycine A^ est un antibiotique de la
famille des agents antimicrobiens a base de coumarine. Elle interagit avec la sous-unite B de la
gyrase, une topoisomerase de type I[ de 1'ADN procaryotique qui introduit un surenroulement
negatif de 1'ADN, en cassant transitoirement les deux brins d'ADN de 1'helice et en utilisant
1'hydrolyse de 1'ATP pour passer une portion de la molecule d'ADN a travers la cassure du
double brin. Lors d'un traitement a la coumermycine A^, cette derniere se lie a la gyrase et
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Tableau ffl: Expression des P-glucanases par Ie clone DH10B(pMH31) sur des milieux
solides contenant differentes sources de carbone et 1,5% d'agarose ou d'agar. Le
transformant DH10B(pFD666) a servi de temoin negatif et ne degradait aucun
des ces milieux. Le signe (+) signifie qu'il y a une zone de degradation et Ie signe
(-) temoigne de 1'absence de cette zone. Plus il y a de signes (+), plus Ie diametre













inhibe son activite ATPase selon un mecanisme non competitif. Ce qui stabilise la proteine et
diminue fortement son affinite pour 1'ATP (Maxwell, 1993). Ainsi, les molecules d'ADN
circulaire se trouvent relaxees et les fonctions d'ADN telles la replication, la transcription et
certains types de recombinaison sont affectees. Par ailleurs, selon Contreras et Maxwell (1992)
et Del Castillo et al (1991), des mutations localisees dans Ie domaine N-terminal de la gyrase B
confere une resistance a la coumermycine A^ Chez E. coli, c'est la mutation du residu Arg-136
dans Ie domaine N-terminal de la gyrase qui est responsable de la resistance des souches a la
coumermycine Ai . Nos resultats sont en accord avec ces hypotheses puisqu'apres environ 18
heures de croissance de la souche DH10B(pMH31) traitee a la coumermycine A^ (5 |.ig/ml) a
37°C, une extraction plasmidique effectuee sur cette souche a confirme la perte du plasmide
pMH31. La striation de cette souche depourvue du plasmide pMH31 sur Ie milieu M9-PUST ne
montrait alors aucune zone de degradation du pustulane.
2.3.3 Criblage par hybridation avec KF-1
La deuxieme methode de criblage etait 1'hybridation avec la sonde KF-1 utilisant la
technique "SIB selection". Cette technique a etc utilisee pour la detection des clones ayant une
sequence homologue a la sonde KF-1 (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3'). De la banque
genomique totale BglR, 24900 recombinants ont ete divises en 20 populations plasmidiques, de
A a T suivant 1'ordre alphabetique et contenant chacune environ 1250 colonies. La figure 3
reproduit la procedure de selection qui a ete utilisee. Toutes les populations ont ete digerees avec
1'enzyme Pstl pour lineariser Ie plasmide recombinant ou pour couper 1'insert en plusieurs
fragments. La figure 4 montre 1'hybridation des populations plasmidiques de A a T avec la
sonde KF-L Ce qui a permis la selection des populations F, H, S et Q montrant des signaux plus
prononces parmi les 20 populations analysees. Les signaux conserves chez toutes les populations
au niveau du fragment de 5,25 Kb provenaient de la concentration tres elevee du vecteur
pFD666. Ces signaux ont etc consideres comme un bmit de fond sur 1'autoradiogramme. Les
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24900 recombinants de E. coli DH10B provenant
de la banque BglQ. de Streptomyces sp. EF-14
i
Division en 20 populations (A a T)
d'environ 1250 colonies
Amplification de chaque population
Extraction des ADNs plasmidiques et digestion avec Pstl
Separation sur gel d'agarose et buvardage
Hybridation avec la sonde KF-1
i
Selection des populations F, H, Q et S
Division de chacune en 7 sous-populations
d'environ 200 a 300 colonies
Extraction des ADNs plasmidiques
Digestion Pstl, separation sur gel
Transfert sur nylon et hybridation avec KF-1
i
Selection des sous-populations H3, H5, Q3, S2 et S4
Amplification de 30 colonies pour chaque sous-population
Extraction des ADNs plasmidiques et digestion Pstl
Separation sur gel, transfert et hybridation avec KF-1
i
3 clones positifs selectionnes:
H5(26),Q3(16)etS4(13)
Fig. 3. Strategic de criblage de la banque totale BglU de Streptomyces sp. EF-14 par
hybridation avec la sonde KF-1. Labanque contenait 24900 recombinants qui ont













Fig. 4. Hybridation des populations plasmidiques de A a T, provenant de la banque
genomique de EF-14, avec la sonde KF-1. L'ADN de chaque population a ete
extrait a partir d'environ 1245 colonies puis a ete digere par^l'enzyme de
restriction Pstl avant lebuvardage. L'analyse de 1'autoradiogramme a permis de
retenir les populations F, H, Q et S pour les etapes subsequentes.
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quatre populations choisies ont ete divisees chacune en 7 sous-populations d'environ 200 a 300
colonies puis les etapes ont etc suivies comme decrit par la figure 3. La figure 5 montre les
resultats d'hybridation des populations plasmidiques F, H, S et Q divisees chacune en 7 sous-
populations, avec la sonde KF-1. Cinq sous-populations H3, H5, Q3, S2 et S4 ont donne des
signaux avec des patrons differents et ont ete retenues pour selectionner les clones positifs.
Finalement, 30 colonies de chaque sous-population ont ete analysees individuellement. La figure
6 montre les clones H5(26), Q3(16) et 84(13) qui ont hybride avec la sonde KF-1. Le clone
H5(26) donnait un signal plus fort que Q3(16) et S4(13). La taille de 1'insert du clone H5(26)
est d'environ 2,75 Kb. Le fragment Ie plus petit de ce clone donnant un signal avec la sonde KF-
1 s'elevait a 0,780 Kb et presentait des extremites XhoL Les clones S4(13) et Q3(16) ont
respectivement un insert d'environ 0,880 Kb et 10,75 Kb qui emettaient un signal avec la sonde
KF-1 (fig.6).
2.4 Carte de restriction de pMH31
Le clone pMH31 a une taille d'environ 13,8 Kb avec un insert de 8,55 Kb au site BamHl
du vecteur navette pFD666 (5,25 Kb). L'insert possede des extremites BgTQ. et aucun site BglQ
inteme. La carte de restriction du clone est representee a la figure 7A. Certains sites comme Smal
et SacJl sont representes plusieurs fois dans 1'insert et les enzymes de restriction telles que
BamHI, BglQ et Psfl ne coupent pas dans 1'insert. Pour localiser la region homologue a la sonde
KF-1, Ie clone pMH31 a etc digere par differentes enzymes de restriction puis les fragments ont
etc separes sur gel d'agarose 0,8% (fig. 8A). Apres Ie transfert de 1'ADN sur une membrane de
nylon et 1'hybridation avec la sonde heterogene KF-1, nous avons remarque a la figure 8B que
pour chaque digestion donnant plusieurs fragments d'ADN, un seul de ceux-ci a donne un signal
sauf dans Ie puits 5 ou il y a eu deux signaux differents emis. En conclusion, la region
homologue a la sonde KF-1 a ete localisee sur un petit fragment d'environ 1,6 Kb, borde de sites









Fig. 5. Hybridation des populations plasmidiques F, H, Qet S, divisees chacune en 7
sous-populations, avec la sonde KF-1. L'ADN extrait a partir de 200 a 300
colonies a ete digere par 1'enzyme de restriction Pstl avant d'etre transfere sur
membrane de nylon pour 1'hybridation avec la sonde KF-1. H3, H5, Q3, S2 et S4








Fig. 6. Analyse des clones H5(26), Q3(16) et S4(13) dont 1'ADN provient
respectivement des colonies uniques des sous-populations H5, Q3 et S4.
A: Profil electrophoretique des ADNs plasmidiques digeres par 1'enzyme de
restriction Pstl.
B: Buvardage et hybridation avec la sonde KF-1; exposition a un film












Fragment de 2,9 Kb
1,6H)
NSm Sm Sc
Fig. 7. Carte de restriction du clone pMH31.
A: Le vecteur pFD666 de 5,25 Kb (trait fin) et 1'insert de 8,5 Kb (trait epais)
sont representes avec differents sites de restriction.
B: Carte partielle du fragment Notl-Scal de 2,9 Kb de pMH31, Ie fragment
Smal de 1,6 Kb en trait epais correspond a la region homologue a la
sondeKF-1.












Fig. 8. Identification du fragment d'ADN du clone pMH31, homologue a la sonde KF-1.
A: Profil electrophoretique du clone pMH31 digere par differentes enzymes
de restriction. Puits 1 et 8: marqueur du poids moleculaire, 1 Kb ladder;
2: Sphl; 3: Sphl+Notl; 4: 5pM+AM+5caI; 5: AM; 6: A^col; 7: A^I.
B: Hybridation a la Southern des fragments d'ADN du clone pMH31
resultant de differentes digestions enzymatiques. La sonde KF-1 utilisee
a ete marquee au 32P et 1'exposition au film sensible s'est effectuee a -
70°C pendant 24 heures. Les signaux sur 1'autoradiogramme sont
indiques par des fleches.
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2.5 Sequencase des fragments d'ADN homoloeues a la sonde KF-1
Les fragments d'ADN homologues a la sonde KF-1 provenant des clones H5(26) et
S4(13) selectionnes par "SIB selection" ainsi que les fragments Sac U-Not I de 1,7 Kb et Sma I-
Sma I de 1,6 Kb provenant du clone pMH31 (fig. 7) ont ete sous-clones dans les plasmides
pBluescript SKI[+ et SKH" pour la production des brins d'ADN complementaires de chaque
fragment. Ceci avait pour but de faciliter Ie sequen9age des fragments d'ADN sur chacun des
brins opposes, en utilisant 1'amorce universelle pour Ie brin produit avec Ie plasmide SKIE+ et
1'amorce inverse pour Ie brin produit avec Ie plasmide SKI[~, afin de retrouver la sequence
nucleotidique qui hybridait avec 1'oligonucleotide KF-1
La figure 9 montre une partie de la sequence nucleotidique du fragment de 0,780 Kb du
clone H5(26). Sur ce fragment, 658 nucleotides ont ete sequences et la region d'homologie avec
la sonde KF-1 a etc localisee. Les 13 bases soulignees (5'...GTGGGTGTGGACG...3') sont celles
qui hybridaient avec I'oligonucleotide KF-1 (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3'), Ie S dans la
sequence rempla^ant un nucleotide G ou C (fig. 9). A 1'aide du programme FRAME exploite
couramment pour identifier les sequences codantes des genes chez les streptomycetes (Bibb et
al, 1984), une phase de lecture ouverte (ORF) incomplete de 208 acides amines (cadran de
lecture -3) a ete localisee (fig. 10). Sur cette figure, nous avons localise une erreur de
sequen9age, dans la region allant de la base 460 a la base 560. Cette erreur est survenue lors de
la determination de la sequence d'ADN ce qui a cause un changement de cadre de lecture et par
consequent un patron irregulier des trois courbes de pourcentage en G+C aux differentes
positions du codon. Ainsi, la sequence nucleotidique de H5(26) a la figure 9 a etc analysee
directement sur Ie sequenceur automatique. En suivant 1'ordre des bases represente par une
succession de pics d'emission de couleur equivalent a chacune des bases A, C, G et T detectees
par un photomultiplicateur, nous avons note qu'il y a eu un ajout de G (en gras) a la position 346














Fig. 9. Sequence nucleotidique du fragment de 0,780 kb du clone H5(26). Les
nucleotides soulignes sont ceux qui hybridaient avec la sonde KF-1 et ceux en
gras sont les nucleotides ajoutes (position 346) ou omis (entre les positions 438
et 439) lors de la lecture de sequence par Ie sequenceur. La sequence
nucleotidique est numerotee a partir de 1'extremite 5' au site Xhol du fragment








3+/- j_c ^^> >
nombre de bases
Fig. 10. Analyse informatique de la sequence nucleotidique du fragment Xhol-Xhol de
0,780 Kb du clone H5(26) a 1'aide du programme FRAME. Le pourcentage de
guanine et de cytosine retrouve aux differentes positions (1, 2 et 3) de chaque
codon est indique en ordonnee et Ie nombre de bases en abscisse. Les cadres de
lecture (!+/-), (2+/-) et (3+/-) en abscisse sont associes au pourcentage en G+C
aux positions equivalentes. Les tetes de fleche (<) indiquent Ie codon d'initiation
de traduction et son orientation de gauche a droite et (>) de droite a gauche. Les
barres verticales indiquent Ie codon stop.
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sequence nucleotidique hypothetique a ete etablie puis analysee (fig. 11). La comparaison de la
sequence en acides amines (ORF208) deduite de cette sequence nucleotidique avec celles des
bases de donnees Swissprot et GenBank a revele une homologie significative de 1'ORF 208 avec
la glutamate synthase ferredoxine-dependante de Mycobacterium tuberculosis ( Cole et al,
1998), de Synechocystis sp. PCC6803 (Navarro et al, 1995) et Bacillus subtilis (Bohannon et
Sonenshein, 1989). Le pourcentage d'identite entre les sequences en acides amines de 1'ORF 208
du clone H5(26) et la glutamate synthase ferredoxine-dependante etait de 57% sur 208 a.a. pour
M. tuberculosis, de 48% sur 208 a.a. pour Cynechocystis sp. PCC6803 et 47% sur 171 a.a. pour
B. subtilis. Un alignement de sequence en acides amines de 1'ORF 208 et de la glutamate
synthase ferredoxine-dependante de M. tuberculosis est illustre a la figure 12.
La sequence nucleotidique et en acides amines du fragment d'ADN de 0,880 Kb du clone
S4(13) homologue a la sonde KF-1 est representee a la figure 13. Elle debute au site de
restriction Notl et se termine avec Ie site Xbal. Dans cette sequence, a deux endroits differents,
7 bases (soulignees dans la sequence nucleotidique) hybndaient avec 1'oligonucleotide KF-1 (fig.
13). Ce qui aurait produit Ie faible signal sur 1'autoradiogramme (fig.6B). L'analyse de cette
sequence nucleotidique a 1'aide du programme FRAME (resultat non montre) a permis de
localiser une phase de lecture ouverte incomplete de 176 acides amines dans Ie cadran de lecture
+1. En comparant cette sequence en acides amines avec celles des bases de donnees Swissprot,
nous avons trouve que 1'ORF 176 avait une forte homologie avec 1'histidine kinase provenant
de plusieurs organismes parmi lesquels nous citons Borrelia burgdorferi (Old et al, 1997) avec
un pourcentage d'identite de 39% sur 61 a.a., 41% sur 55 a.a. avec celle de Pseudomonas putida
(Ditty et al, 1998) et 35% sur 68 a.a. avec celle de Rhizobium etli (Tawari et al, 1996). Un
alignement de sequence en a.a. de 1'ORF 176 et celle de 1'histidine kinase de R. meliloti est
represente a la figure 14.
























Fig. 11. Sequence nucleotidique hypothetique (658 bases) et en acides amines (cadran de
lecture-3) du fragment de 0,780 Kb du clone H5(26). Cette sequence
(complementaire inverse de celle representee a la fig. 9) est numerotee a partir
de 1'extremite 5' au troisieme nucleotide et finit par un site Xhol a 1'extremite 3'.
L'asterisque represente un codon stop.
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1 RLQPGRMFLVDTAEHRIIEDDELKASLAAEKPYAEWLEAGEIELVDLPEREHIVHTHASV 60
RLQPGRMFLVDTA+ RI+ D+E+KA LAAE PY EWL+ G + L +LPE + + H +
29864 RLQPGRMFLVDTAQGRIVSDEEIKADLAAEHPYQEWLDNGLVPLDELPEGKDVRMPHHRI 29685
61 TRRQQTFGYTEEDVRVILAPMARAGAEPIGSMGTDSPIAALSERPRLLFDYFTQLFAQVT 120
RQ FGYT E++ +++APMAR GAEPIGSMGTD+P+A LS+RPR+L+DYF QLFAQVT
29684 VMRQLAFGYTYEELNLLVAPMARLGAEPIGSMGTDTPVAVLSQRPRMLYDYFHQLFAQVT 29505
121 NPPLDAIREELVTSLRSSLGPEGNLLEPTAASCRSVTLPFPVIDNDELAKLIHIN----A 176
NPPLDAIREE+VTSL+ + G E +LL P SC + LP P++ N ELAKL+ ++
29504 NPPLDAIREEWTSLQGTTGGERDLLNPDQNSCHQIVLPQPILRNHELAKLVSLDPNDKV 29325
177 DGDMPGFKAATLSGLYRVSGGGDALAARIEEI 208
+G G ++ + LYRVS GG LAA +EE+
29324 NGRPHGLRSKVIRCLYRVSEGGAGLAAALEEV 29229
Fig. 12. Analyse comparative de la sequence en acides amines de PORF 208 (sequence
du haut), du ler a.a. au 208e a.a., avec celle de la glutamate synthase ferredoxine-
dependante de M.ycobacterium tuberculosis (sequence du bas) entre les
nucleotides 29229 et 29864. La sequence du milieu indique les acides amines
identiques aux deux sequences comparees, Ie signe + indiquant les acides amines




























Fig. 13. Sequence nucleotidique du fragment de 0,880 Kb du clone S4(13) et sequence
en acides amines deduite (cadran de lecture +1). Les nucleotides sont numerotes
a partir de 1'extremite 5' au site Notl. La sequence finit au site Xbal en 3'. Les
bases soulignees sont celles qui hybridaient avec 1'oligonucleotide KF-1.
L'asterisque represente un codon stop.
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9 7 LVENAVKHGLGDGGERGRI SLTARDEGATARIWEDDGVGMEPDRLRRI - - - - --LRGGE 150
L+ENAV + R ++++T R+ +EDDG G PD L RI R +




Fig. 14. Analyse comparative de la sequence en acides amines de 1'ORF 176 (sequence
du haut) du 97e a.a. au 158e a.a. et celle de 1'histidine kinase de R. etli (sequence
du bas). La sequence du milieu indique les acides amines identiques aux deux
sequences comparees, Ie signe + indique les acides amines similaires et les
espaces vides les acides amines differents.
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differents fragments d'ADN avec la sonde KF-1 avaient permis de localiser la region homologue
a cette sonde sur un fragment Not I-Scal de 2,9 Kb plus precisement sur Ie fragment SmaI-SmaI
de 1,6 Kb (fig. 7B). Ce fragment de 1,6 Kb ainsi qu'un fragment Not 1-SacQ de 1,7 Kb, ne
donnant pas de signal avec la sonde KF-1 mais situe en aval du fragment de 2,9 Kb, ont ete sous-
clones et sequences, en totalite pour permettre si possible de determiner 1'orientation du gene
de la P-l,6-glucanase sur 1'insert d'ADN de 2,9 Kb du clone pMH31 (fig. 7A).
La figure 15 illustre la sequence complete de nucleotides du fragment Notl-SacH de 1,7
Kb. A F aide du programme FRAME deux ORFs (cadran de lecture -2) de 286 et 198 acides
amines, orientees dans Ie meme sens, ont etc localisees (resultat non montre). Plusieurs erreurs
de lecture etaient notees sur Ie graphique produit par ce programme. Ce qui a occasionne un
changement de cadre de lecture dans les ORFs. Ainsi, la sequence nucleotidique du fragment
Notl-SacR de 1,7 Kb presentee a la figure 15 a directement ete analysee a la source meme, sur
Ie sequenceur automatique. En suivant 1'ordre des bases representees par une succession de pics
d'emission de couleur detectes par Ie photomultiplicateur, nous avons note plusieurs insertions
et deletions de bases dans la sequence d'ADN. A la figure 15, un nucleotide C a etc omis entre
les positions 364 et 365 (nucleotides en gras) puts entre les positions 1110 et 1111. Un T (en
gras) a etc insere a la position 1106, un G (en gras) a ete insere a la position 1069 et un autre G
a ete omis entre les positions 1107 et 1108 (en gras). En inserant les bases omises et en retirant
les bases inserees, cette sequence nucleotide de 1687 pb a ete corrigee et une sequence
hypothetique (1688 pb) a ete ainsi etablie (fig. 16) puts les sequences en acides amines des deux
ORFs localisees ont ete analysees.
L'ORF 286 debute au nucleotide 146 avec un codon d'initiation GTG pour se terminer
au nucleotide 1004 avec un codon de terminaison TGA. Nous avons identifie un site
d'attachement de ribosome (RBS) possible (GGAG) entre les nucleotides 133 et 136 en amont

















Fig. 15. Sequence nucleotidique du fragment Not 1-SacQ de 1687 pb (1,7 Kb) provenant
du clone pMH31. La sequence commence avec Ie nucleotide 1 au site Not I en
5' et finit avec Ie site Sac H en 3'. Les nucleotides en gras representent ceux entre
lesquels une base a ete omise (positions 364 et 365, 1107 et 1108, 1110 etll 11)
ou encore une base rajoutee (positions 1069, 1106) par erreur lors de la lecture



















































Fig. 16. Sequence nucleotidique et en acides amines du fragment Not 1-SacQ. de 1688 pb
(1,7 Kb) provenant du clone pMH31. La sequence commence avec Ie T
nucleotide au site SacQ. en 5' et finit avec Ie site Notl en 3'. Les nucleotides en
gras representent les points ou il y a eu une erreur de lecture au cours du
sequen^age. Les sites putatifs d'attachement des ribosomes (RBS) sont soulignes.































Fig. 16 (suite). Sequence nucleotidique et en acides amines du fragment Not 1-SacU de
1688 pb (1,7 Kb) provenant du clone pMH31.
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ete localises sur la sequence nucleotidique. La comparaison de la sequence en acides amines de
1'ORF 286 (fig. 16) avec celles des bases de donnees Swissprot et GenBank a montre une forte
homologie avec une proteine hypothetique SC5C7.22C chez 5'. coelicolor (Redenbach et al,
1996) avec un pourcentage d'homologie de 43% sur 271a.a.. Un alignement de la sequence en
acides amines de 1'ORF 286 de Streptomyces sp. EF-14 et celle de la proteine hypothetique
SC5C7.22c de S. coelicolor est illustre a la figure 17. Une homologie a egalement ete obtenue
avec une proteine SC9B2.16c, proteine d'attachement a 1'ADN chez S. coelicolor (Redenbach
et al, 1996) avec un pourcentage d'identite de 32% sur 270 a.a.. Les deux proteines SC5C7.22c
et SC9B2.16c de S. coelicolor contiennent dans leur sequence en acides amines un motif HTH
(helix-turn-helix) retrouve generalement dans les sequences proteiques des facteurs de
transcription. Une analyse de la sequence en acides amines de 1'ORF 286 a 1'aide du programme
HTH etabli par Dodd et Egan (1990) predisant si une proteine contient un motif HTH a ete ainsi
effectuee. Un motif HTH probable a ete localise entre les positions 17 et 38 de 1' ORF 286 (fig.
17) mais avec un score non significatif de 1,37 alors que Ie score du motif HTH localise entre
les positions 29 et 50 de la sequence de SC5C7.22c etait de 4.40. Ce qui nous amene a conclure
que PORF 286 ne contient pas de motif HTH.
L'ORF 198 incomplete debute avec un codon d'initiation ATG au nucleotide 1094 et
un RBS possible (nucleotide 1082 a 1086) a etc identifie en amont de ce codon d'initiation (fig.
16). Cependant, Ie promoteur n'a pas etc localise en amont de ce site RBS. A 1'aide des bases
de donnees SwissProt et GenBank, nous avons pu comparer la sequence en acides amines de
1'ORF 198 avec celles d'autres genes. Une forte homologie a ete obtenue avec la benzaldehyde
deshydrogenase de plusieurs organismes, notamment B. subtilis (Yamamoto et al, 1997)avec
54% d'identite sur 190 a.a., S. coelicolor (Redenbach et al, 1996) avec un pourcentage
d'identite de 36% sur 154 a. a. et Pseudomonas putida (Inove et al, 1995) avec 47% d'identite
sur 165 a.a. Un alignement de la sequence en acides amines de 1'ORF 198 et celle de la
benzaldehyde deshydrogenase de B. subtilis est represente a la figure 18.
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ORF2 8 6 VSAGEPGSWRRMLLGSQLRRLREARGITREAAGYSIRASESKISRMELGRVSFKTRDVE
S . coe . MSERRAAPTVGQWLGRRLQELRETAGLKREEAAKVLRVAPATVRRMEMAEVSLKI PYVQ
10 20 30 40 50 60
ORF2 8 6 DLLTLYGITDEAERESLLSLAREANVAGWWHSYTDVLPSWFPTYVGLEGAASLIRAYEVQ
S . coe . ILLTAYGVASD-EVAAFVALAEEANQPGWWQRYHDVLPDWFSLYVSLEGAARIVRSYEPH
70 80 90 100 110
ORF2 8 6 FVHGLLQTEEYARAWRRGMKGASVAD-VERRVALRLERQKYLLSANAPEFHIVLDEAAL
S.coe. FVPGLLQTEDYARSVLEAGTIGNAGADAVERHVSLRMERQRLLDRPDPPHLWWMDETVL
120 130 140 150 160 170
ORF2 8 6 RRPYGDR-EVMRGQLQHLIDLSERPKVRLQVMPFSLGGHSGESGAFTILSFPESDLSDW
S.coe. RRPVSIHGRVMREQLDKLLEFAARDRVTLQVAEFEDGPHPGTYAPFTLFRFAEPELPDMV
180 190 200 210 220 230
ORF2 8 6 YLEQLTSALYLDKREDVAQYEQALKELQQDSPGPDESRDLLRGLLQLS
S.coe. FTEYLTGALYLDSRTEVSAHLEVLDHMTARAASTQRTEKVLREYRENF
240 250 260 270 280
Fig. 17. Analyse comparative de la sequence en acides amines de 1'ORF 286 (sequence
du haut) avec celle de la proteine hypothetique SC5C7.22c de S. coelicolor
(sequence du bas). Un point double indique un acide amine identique et un point
simple indique un acide amine similaire. Les sequences sont numerotees a partir




10 20 30 40 50 60
ORF19 8 TSPYTRRGVFERALRLIEDREQEIAELIVAELGGTRVKAGFELHLAKEFLREAVHLALRP
B. Subt VNPFEKRTILEKAVTYIEENEEAIIYLIMEELGGTRLKAAFEIGLVKNIIKEAATFPIRM
70 80 90 100 110 120
ORF198 EGRILPSPVDGKENRVYRMPVGWGVISPFNFPFLLSLKSVAPALALGNAWLKPHQNTP
B. Subt EGKILPSTIDGKENRLYRVPAGWGVISPFNFPFFLSMKSVAPALGAGNGWLKPHEETP




Fig. 18. Analyse comparative de la sequence en acides amines de 1'ORF 198 (sequence
du haut) avec celle de la benzaldehyde deshydrogenase de B. subtilis (sequence
du bas). Un point double indique un acide amine identique et un point simple
indique un acide amine similaire.
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Le fragment Sma 1-Smal de 1,6 Kb provenant du fragment Not I- Seal de 2,9 Kb (fig. 7B)
qui emettait un signal avec la sonde KF-1 a ete sous-clone dans pBluescript SKII+ (pMH318C)
et SKQ~ (pMH318D) afin de determiner la sequence en nucleotides sur les deux brins d'ADN
de ce fragment. La figure 19 illustre une partie de la sequence en nucleotides du fragment Smal-
Smal obtenue avec Ie sous-clone pMH318C. Dans cette sequence de 668 nucleotides, les 15
bases soulignees (5-GCCCAGGTCAGGGCC-3') sont celles qui hybridaient avec
I'oligonucleotide KF-1 de 17 nucleotides (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3'). Latraduction de
la sequence nucleotidique de 668 bases dans les six cadres de lecture ne nous a pas permis de
retrouver les 15 acides amines de la portion N-terminale de la P-l,6-glucanase purifiee chez
Streptomyces sp. EF-14. La comparaison de cette sequence de 668 nucleotides avec celles des
bases de donnees Swissprot et GenBank a 1'aide de 1'algorithme de comparaison de sequences
Blast X (Gish et States, (1993); Altschul et al, 1990)) a montre une tres faible homologie avec
Ie collagene alpha de plusieurs organismes dans Ie cadran de lecture -3 (resultats non montres).
Ce sont toutes des sequences tres riches en residus de glycine et de proline, resultat du taux
eleve de nucleotides G et C dans 1'ADN des actinomycetes. H reste done a sequencer Ie
fragment d'ADN Notl-Sca I de 2,9 Kb au complet pour une analyse plus exhaustive. Des
sequences nucleotidiques des sous-clones pMH315, pMH318D et pMH319 derives de pMH31
portant tous des fragments d'ADN provenant du fragment Notl-Sca I de 2,9 Kb ont ete deja
determinees (annexe 2; fig. 22, 23 et 24).
2.6 Transfer! de la banaue senomigue de EF-14 dans S. lividans TK-24
La transformation des protoplastes de S. Uvidans TK-24 avec 1,5 ^g d'ADN de la banque
genomique amplifiee a genere environ 12 000 transformants. L'ajout de 1'agarose mou contenant
du pustulane (10 g/L) comme source de carbone et de la kanamycine (1,25 mg/ml) sur les
protoplastes regeneres a permis la selection de deux colonies, TK-24(clol) et TK-24(clo2). Ces
deux transformants repiques sur Ie milieu T-PUST montraient une zone d'hydrolyse claire autour
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5'---Smal












Fig. 19. Sequence en nucleotides du fragment Smal-Smal de 1,6 Kb provenant du clone
pMH31 et sous-clone dans Ie plasmide pBluescript SKJT (sous-clone
pMH318C). Les bases soulignees sont celles qui hybridaient avec la sonde KF-1.
La sequence est numerotee a partir du site Smal en 5'.
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d'eux. Le diametre de la zone d'hydrolyse est legerement plus grand que celui delimite par S.
lividans TK-24 transformee avec Ie plasmide pFD666 puisqu'elle degrade elle-meme faiblement
Ie pustulane (resultats non-montres). Par ailleurs, 1'extraction des ADNs plasmidiques des clones
de TK-24(clol) et TK-24(clo2) a mis en evidence la presence de plasmide, derives du vecteur
pFD666, ayant une taille d'environ 20 Kb pour ces deux clones (resultats non-montres).
Des protoplastes de TK-24 ont ete transformes avec Ie plasmide pMH31 amplifie dans
E. coli DH10B. Apres la selection des transformants a 1'aide de 1'agar de surface contenant la
kanamycine (1,25 mg/ml), quatre colonies TK-24(pMH31) ont etc repiquees sur Ie milieu T-
PUST pour verifier 1'activite P-l,6-glucanase. Malheureusement, aucune zone de degradation
veritable n'a ete observee autour des colonies puisque Ie controle S. lividans TK-24 transformee
avec pFD666 presentait autour d'elle un diametre de degradation egal a celui du clone TK-
24(pMH31).
Nous avons par la suite essaye de doser 1'activite P-l,6-glucanase dans Ie surnageant de
culture des differents clones de TK-24. Les spores des transformants de 5'. lividans TK-24 soient
TK-24(pMH31) et TK-24(clol) ainsi que Ie controle TK-24(pFD666) ont ete inocules dans
differents milieux liquides. Des echantillons ont ete preleves apres differents temps d'incubation
et Ie dosage de 1'activite P-l,6-glucanase s'est effectue selon la methode de Nelson-Somogyi
(materiel et methodes, section 2.10). Pour Ie clone TK-24(pMH31), une tres faible quantite de
sucres reducteurs de 1'ordre de 27,18 x 10'3 Hmoles/ml a ete produit avec 1'echantillon de 24
heures d'incubation. Ce qui n'est pas significatif. Les surnageants preleves des milieux MBSM-
amidon et MPA-pustulane utilises pour Ie clone TK-24(pMH31) et des milieux CU, PU et AM
pour Ie clone TK-24(clol) ne contenaient pas de P-l,6-glucanase puisqu'il n'y avait aucune
production de sucres reducteurs lors de la reaction avec Ie substrat, Ie pustulane (2,5 mg/ml).
2.7 Mecanisme d'action de la 6-1,6-slucanase purifiee chez Streptomyces sp. EF-14
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Des digestions partielles effectuees sur Ie pustulane par la P-l,6-glucanase a differents
temps d'incubation montraient que la quantite de sucres reducteurs produits augmente avec Ie
temps. Le dosage des sucres reducteurs au PAHBAH 0,5% (Materiel et methodes, section 2.11)
des echantillons preleves aux temps d'incubation de 5 min, 20 min et 60 min, indiquaient une
production de sucres reducteurs, respectivement de 0,392 ^imoles/ml, 0,962 ^imoles/ml et 2,324
^moles/ml. Cependant, 1'examen par chromatographie sur couche mince (CCM) des produits
d'hydrolyse du pustulane par la P-l,6-glucanase purifiee pour ces incubations de courte duree
n'avait pas permis d'observer la separation des oligosaccharides de haut poids moleculaire
generes par la digestion (fig. 20). Apres 24 heures d'hydrolyse du pustulane par 1'enzyme
purifiee, Ie dosage des sucres reducteurs au PAHBAH 0,5% avait indique une production de 4,18
jimoles/ml de sucres reducteurs. La migration de ce produit de digestion laissait observer sur la
CCM qu'en plus de la liberation des oligosaccharides de haut PM, il y avait une production de
glucose et de gentiobiose (fig. 20). Au fur et a mesure que 1'incubation continuait ces
oligosaccharides de haut PM etaient dives en gentiobiose et en glucose qui representent done
les produits finaux d'hydrolyse.
La P-l,6-glucanase purifiee chez Streptomyces sp. EF-14 a etc incubee avec la laminarine
(P-glucane lineaire formee uniquement de liens glycosidiques P-1,3-) pendant 17 heures. Le
dosage de la quantite de sucres reducteurs selon la methodes de Nelson-Somogyi a revele que
cette enzyme n'avait aucune activite sur la laminarine. Une CCM du produit d'hydrolyse de la
laminarine et du pustulane avait ete effectuee precedemment par Fayad (1997). Ce qui avait
laisse observer que pour un meme temps de reaction d'hydrolyse du substrat par 1'enzyme (17
heures), la laminarine ne liberait aucun produit de digestion contrairement au pustulane qui
liberait des oligosaccharides de haut PM. Une incubation du gentiobiose avec la P-l,6-glucanase
purifiee a ete effectuee pendant 24 heures et 48 heures. Le dosage de sucres reducteurs des






Fig. 20. Analyse des produits d'hydrolyse du pustulane liberes par 1'action de la P-1,6-
glucanase purifiee pendant differents temps de digestion: 5 min, 20 min, 60 min
et 24 heures. Standards G^: glucose et G^: gentiobiose.
1: Glucose + gentiobiose
2: Digestion de 24 heures
3: Memeque2
4: Digestion de 24 heures (Ie produit a ete concentre)
5: Memeque4
6: Digestion de 5 min
7: Digestion de 20 min




Les P-l,6-glucanases sont des enzymes tres peu etudiees comparativement aux P-1,3- et
P-l,4-glucanases. Jusqu'a present, il n'y a relativement que tres peu d'informations sur leur
structure moleculaire. A 1'heure actuelle, seul Ie gene de la P-l,6-glucanase provenant du
champignon Trichoderma harzianum a ete clone et sequence (Lora et al, 1996; Kofod et al,
1998). L'etude moleculaire du gene codant pour la P-l,6-glucanase provenant de 1'actmomycete
Streptomyces sp. EF-14, proteine purifiee dans notre laboratoire (Fayad, 1997) est un domaine
tres interessant a explorer puisqu'aucun gene de P-l,6-glucanase bacterienne n'a encore ete clone
et sequence. Les objectifs principaux de cette etude se resument en deux points: Ie clonage et
1'expression du gene codant pour cette P-l,6-glucanase.
Une banque genomique totale BglQ de Streptomyces sp. EF-14 a ete constmite dans £.
coli DH10B afin de selectionner rapidement les clones qui etaient P-l,6-glucanases positifs. Bien
que E. coli ne soit pas un excellent secreteur d'enzymes compare aux actinomycetes, Ie
phenomene d'autolyse fait en sorte que les enzymes codees par des genes clones soient relachees
dans Ie milieu environnant. H en resulte une production de zones de degradation du substrat
autour des clones positifs.
Deux methodes de criblage de la banque genomique totale BglQ ont ete utilisees dans
cette etude. La premiere, la detection phenotypique, a permis de selectionner Ie clone pMH31.
Puisque Ie plasmide pMH31 transforme dans la souche de E. coli DH10B permettait a cette
derniere de degrader Ie pustulane, seule source de carbone contenu dans un milieu minimum, et
que Ie controle DH10B(pFD666) n'avait pas d'activite degradante, nous pensons que ce clone
porte Ie gene codant pour une P-l,6-glucanase. Les resultats du traitement de la souche
DH10B(pMH31) a la coumermycine A^ (5 mg/ml) a 37°C viennent confirmer cette hypothese
puisque 1'elimination du plasmide pMH31 de DH10B enleve a cette derniere sa capacite de
degrader Ie pustulane contenu dans Ie milieu M9-PUST.
D'autre part en repiquant la souche DH10B (pMH31) sur plusieurs milieux minimum
contenant d'autres sources de carbone (laminarine ou cellulose), nous avons constate que ce
clone degradait egalement la laminarine qui est un P-l,3-glucane. Ce qui pourrait suggerer la
presence a la fois, dans 1'insert de 8,55 Kb du clone pMH31, d'un gene de la P-l,6-glucanase et
d'un autre gene qui coderait pour une P-l,3-glucanase. Une autre possibilite serait la presence
d'un gene qui coderait pour une proteine reconnaissant autant les liens P-1,3- que les liens p-1,6-
glycosidiques. De telles P-l,6-glucanases ont ete decrites chez Acremonium persicinum (Pitson
et al, 1996), Mucor hiemalis (Miyazaki et Oikawa, 1976), Rhizopus chinensis (Yamamoto et al,
1974), Neurospora crassa (Hiura et al, 1987) et Acinetobacter sp. (Katohda et al, 1979). Si Ie
clone pMH31 porte Ie gene codant pour cette derniere categorie de P-l ,6-glucanases, ce ne serait
necessairement pas Ie gene de 1'enzyme qui a ete purifiee chez Streptomyces sp. EF-14 par Fayad
(1997). n faut noter que la souche EF-14 secretent egalement une variete de R-glucanases
incluant les P-1,3-, les P-l,4-glucanases et possiblement d'autres P-l,6-glucanases qui lui
conferent un bagage enzymatique a caractere lytique vis-a-vis des levures comme Candida
tropicalis et des champignons comme Phytophthora qui ont des parois cellulaires riches en P-
glucanes (Fayad, 1997).
Nous avons rencontre des problemes majeurs lors du clonage du gene de la P-1,6-
glucanase. Le plasmide pFD666 portant un insert d'ADN, lorsque transforme dans la souche de
E. coli DH10B, etait instable. H en resultait de severes deletions, voire meme une perte totale de
1'insert. Ce phenomene avait egalement ete observe avec les souches de E. coli DH5aF' et XLI-
BLUE MRF. Dans la litterature, des cas d'instabilite generees par 1'ADN etranger avaient deja
ete discutes (Motamedi et Hutchinson, 1987). Lors du criblage de la banque genomique totale
par la methode de detection phenotypique, 3 clones preliminaires degradant Ie pustulane avaient
ete obtenus (resultat non-montre). Apres une amplification et une extraction plasmidique de ces
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clones, nous avons constate que deux d'entre eux avaient completement perdu 1'insert, laissant
intact Ie plasmide pFD666. Ce resultat suggerait alors une instabilite dans Ie systeme de
restriction endogene de 1'hote utilise, E. coli DH10B. Pour surmonter ce probleme, les
transformants de DH10B etaient dorenavant incubes a une temperature un peu plus basse, 30°C
au lieu de 37°C comme nous 1'avait recommande Ie manufacturier. En ajustant ainsi la
temperature la souche DH10B a ete retenue pour la construction de la banque genomique totale.
En ce qui conceme Ie criblage par detection phenotypique de la banque genomique
partielle BamHI constmite dans E. coli XLI-BLUE, quelques hypotheses ont ete formulees pour
expliquer 1'absence de clones P-l,6-glucanases positifs. Une premiere hypothese tient compte
du fait que Ie gene codant pour cette proteine serait coupe par 1'enzyme de restriction BamHI lors
de la digestion partielle de 1'ADN genomique de Streptomyces sp. EF-14, avant meme Ie
clonage. D en resulterait une proteine incomplete done inactive. Une seconde hypothese porte
sur 1'instabilite des inserts clones dans Ie plasmide pUC119 puisque Ie phenomene d'instabilite
avait etc observe chez Ie hote de clonage, E. coli XLI-BLUE, lorsqu'il etait incube a 37°C.
Une des grosses lacunes dans notre arsenal experimental etait 1'absence d'un hote
heterologue chez les actinomycetes, ne produisant pas de P-l,6-glucanase, pour 1'expression de
1'ADN du clone pMH31. Par defaut, nous avons choisi S. lividans TK-24 pour sa facilite a etre
transforme avec de 1'ADN etranger et surtout pour sa faible capacite de degrader Ie pustulane.
Le probleme rencontre etait surtout Ie fait que cette souche possedait deja Ie gene de la P-1,6-
glucanase que nous projetons de cloner. Lorsque la souche TK-24 etait transformee avec Ie clone
pMH31, il n'y avait pas de surexpression de la P-l,6-glucanase contrairement a la souche
DH10B(pMH31) que ce soit sur milieu solide ou en milieu liquide contenant du pustulane
comme seule source de carbone. Pourtant, selon Denis et Brzezinski (1992), Ie plasmide pFD666
contient un promoteur tres puissant et dirigerait la transcription du gene neo continuant avec la
transcription du gene clone. Si 1'insert de pMH31 etait clone dans la meme orientation que Ie
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gene neo, il y aurait une surexpression de la P-l,6-glucanase dans Ie cas contraire, Ie promoteur
du gene clone dirigerait lui-meme la transcription a moins que ce promoteur ne soit pas clone
avec Ie gene d'interet. H se pourrait aussi que Ie gene endogene toujours present interfere avec
1'etude du gene clone. Par ailleurs, selon Ghangas et al, (1989), un gene clone et exprime chez
E. coli s'exprime habituellement chez Ie hote heterologue a des quantites de proteine de 10 a 20
fois plus elevees. C'est 1'inverse qui a ete observe dans notre cas puisqu'il n'y avait aucune
activite chez S. lividans. Une autre explication suggeree pour Ie manque d'activite, etant donne
les phenomenes d'instabilite de 1'insert d'ADN etranger rencontre chez TK-24, serait la perte
d'une petite sequence d'ADN de 1'insert du clone pMH31, due a 1'integration d'un segment
d'ADN par recombinaison avec Ie genome de la souche TK-24 et la formation d'une molecule
plasmidique ayant un insert diminue. La consequence d'un tel phenomene pourrait etre une
suppression de 1'activite biologique par interruption du cadran de lecture. De toute fa9on nous
ne pouvons pas affirmer avec certitude que Ie gene clone soit correctement regule dans cette
souche heterologue.
Des tentatives de production de la P-l,6-glucanase par la souche TK-24(pMH31) dans
les milieux liquides MBSM-amidon et MPA-pustulane ayant echoue, nous avons opte pour
1'extraction de proteines periplasmiques de la souche de E. coli DH10B transformee avec Ie
plasmide pMH31, selon Ie protocole de Manoil et Becwith (1986). Seulement 3 ml de milieu de
production etait utilise pour effectuer 1'extraction. Malheureusement, apres Ie dosage des sucres
reducteurs du produit de reaction de 1'extrait periplasmique avec Ie pustulane, nous avons
constate qu'il n'y avait que de faibles quantites non significatives (de 1'ordre de 0,074 nmol/ml)
de sucres reducteurs produits et par consequent une quantite negligeable de P-l,6-glucanase
produite en milieu liquide par la souche DH10B(pMH31). fl serait done sage de mettre sur pied
des conditions optimales de production de cette enzyme, a grande echelle, en milieu liquide,
d'autant plus que sur milieu minimum solide (M9-PUST), une zone de degradation du pustulane
etait visible a 1'oeil nu (fig. 2). Nous nous reprochons a ce niveau Ie fait d'avoir utilise Ie milieu
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TB liquide qui est un milieu riche, pour produire la P-l,6-glucanase par DH10B(pMH31) etant
donne que Ie phenomene de repression catabolique etait deja observe chez Streptomyces sp. EF-
14, souche a partir de laquelle a etc clone ce gene. U serait peut-etre interessant de dresser un
antiserum contre la P-l,6-glucanase purifiee et 1'utiliser dans un test d'hybridation de type
"Western" pour detecter la presence de cette proteine dans 1'extrait de proteines periplasmiques
provenant de DH10B(pMH31). Une autre suggestion tres interessante serait de produire un
polypeptide synthetique a partir de la sequence N-terminale de cette P-l,6-glucanase afin de
produire des anticorps qui vont prouver 1'existence de la proteine.
Comme mentionne dans la section Resultats, des experiences supplementaires nous ont
permis de constater qu'en presence du pustulane et d'une autre source de carbone, qu'il y avait
un phenomene de repression catabolique (tableau ffl). Lorsque DH10B(pMH31) etait repiquee
sur un milieu riche contenant 6 g/L de TSB additionne de 10 g/L de pustulane, il n'y avait aucune
zone de degradation produite. De plus, nous avons note qu'en remplagant 1'agarose du milieu
M9-PUST par de 1'agar, la degradation du pustulane etait mains importante. Cela s'explique par
Ie fait que 1'agarose ne represente qu'une minorite des composes de 1'agar qui est un
polysaccharide hautement heterogene (Yaphe et Duckworth, 1972). Des cas de repression
catabolique des P-1,3- et P-l,6~glucanases par Ie glucose et d'autres sources de carbone etaient
deja etudies chez Ie champignon Neurospora crassa par Del Rey et al (1979). Suite a la
production de zone de degradation evidente sur Ie milieu M9-PUST solide, nous concluons que
Ie milieu M9-PUST liquide pourrait etre un excellent candidat pour la production de la P-1,6-
glucanase. Jusque la, la seule preuve evidente qui nous amene a penser que nous avons clone Ie
gene de la P-l,6-glucanase est la degradation du pustulane contenu dans Ie milieu M9-PUST par
la souche DH10B portant Ie plasmide pMH31 (fig.2).
Des experiences additionnelles pourraient encore prouver hors de tout doute que c'est
bien Ie gene de la P-l,6-glucanase qui a ete clone. L'approche la plus simple et la plus fiable d'y
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arriver serait de sequencer 1'insert d'ADN clone et de retrouver dans la sequence en acides
amines deduite, les 15 a.a. de la portion N-terminale de la proteine purifiee.
Deux oligonucleotides KF-1 et KF-2 ont etc synthetises en se basant sur la sequence N-
terminale de la P-l,6-glucanase purifiee. Le premier oligonucleotide KF-1 (5'-
GCSCAGGTSTGGGTSAC-3') heterogene est un melange de huit oligonucleotides synthetiques
representant toutes les sequences nucleotidiques possibles pouvant coder pour la meme
sequence proteique choisie. Le nucleotide S dans la sequence de KF-1 remplace un G ou un C
car a cause de la degenerescence du code genetique, certains des acides amines choisis pour la
synthese de 1'oligonucleotide sont codes par plusieurs codons. Ainsi, il existera forcement dans
ce melange un des sequences oligonucleotides qui correspondra a la sequence du gene d'interet
recherche. Le deuxieme oligonucleotide KF-2 a ete synthetise en se basant sur KP-1, tous les
codons degeneres etant remplaces par les codons les plus frequents dans la table d'usage des
codons chez les Streptomycetes (Bibb etal, 1984).
Lors d'une premiere experience d'hybridation de 1'ADN genomique de Streptomyces sp.
EF-14 avec chacun des deux oligonucleotides marques au y- 32P-dATP, plusieurs signaux
etaient obtenus, avec des patrons similaires pour les deux sondes. Puisque la sonde KF-2 donnait
egalement beaucoup de signaux au lieu d'un seul dans une region precise, nous avons decide de
poursuivre Ie criblage de la banque genomique avec seulement la sonde KF-1 dont les resultats
d'hybridation sont representes a la figure 1. L'une des raisons probables de la multiplicite de
signaux sur 1'autoradiogramme pourrait etre la non specificite de la sonde heterogene qui
pourrait s'hybrider a des sequences presentant une faible homologie.
Comme mentionne dans la section Resultats, Ie criblage de la banque genomique totale
BglQ par hybridation en utilisant la technique "SIB selection", a permis la selection de trois
clones positifs H5(26) et S4(13) dont les sequences en ADN des fragments homologues a la
sonde KF-1 ont ete determinees et Ie clone Q3(16) qui etait tres instable et pour lequel juste Ie
test de degradation du pustulane sur petri avait ete effectue. Malheureusement tous ces clones
ne presentaient aucune activite P-l,6-glucanase et par consequent ils etaient tous des faux
positifs. A ce niveau, nous pensons que nos conditions d'hybridation sont encore a optimiser.
La sonde KF-1 avait hybride avec une sequence nucleotidique de la glutamate synthase
ferredoxine-dependante portee par un fragment d'ADN du clone H5(26) avec un rapport de 13
nucleotides sur 17 (fig. 9) et avec une sequence nucleotidique de 1'histidine kinase portee par un
fragment du clone S4(13) dans un rapport de 7 nucleotides sur 17 (fig. 13), a deux endroits
differents dans la sequence nucleotidique. Cette affinite non specifique entre la sonde et ses
matrices est surtout due aux conditions d'hybridation qui n'etaient pas adequates. L'hybride
forme entre Ie fragment du clone H5(26) et la sonde KF-1 avait une t^ de 44°C alors que Ie t^
de 1'oligonucleotide KF-1 etait de 58°C. L'hybridation s'etait effectuee a 42°C et Ie lavage final
a 45°C. Lathe (1985) confirme que 1'hybridation est tres souvent effectuee de 5 a 25°C en
dessous de la temperature de fusion (t^) de 1'hybride et cela permet la formation d'hybrides
imparfaits entre la sonde et les sequences qui lui sont faiblement homologues. L'etape critique
pour obtenir un hybride sonde-sequence cible parfait implique 1'etape de lavage final a haute
stringence, pour une periode limitee, sous de conditions de sel et de temperature approchant Ie
t^ de 1'hybride desire. Dans notre cas, la stringence etait faible puisque la temperature de lavage
(45°C) etait tres eloignee de celle de 1'hybride (58°C). Ce qui explique la selection des faux
positifs. D'autre part, la haute stringence entre un hybride sonde-cible parfait pourrait echouer
si de petites erreurs survenaient dans la determination de la sequence en acides amines ou dans
la synthese d'un melange d'oligonucleotides contenant differentes sequences nucleotidiques
(Lathe, 1985).
Bien que la technique "SIB selection" ne nous ait pas permis de cribler Ie clone portant
Ie gene de la P-l,6-glucanase, mentionnons que 1'approche utilisant un melange
d'oligonucleotides quant a elle, est tres utilisee en biologie moleculaire et 1'isolement, entre
69
autres, des sequences codant pour des proteines humaines telles que 1'adenosine desaminase
(Orkin et al, 1983) et la proteine C-reactive (Whitehead et al, 1983) a ete reussi avec succes
grace a un melange de 64 sequences et de 8 sequences d'oligonucleotides respectivement.
Chaque sequence etant constituee de 17 nucleotides seulement.
Les erreurs de sequengage survenues lors de la determination des sequences d'ADN
seraient attribuees a un aj out ou une suppression d'un ou plusieurs nucleotides dans la sequence
nucleotidique au niveau du sequenceur automatique. Ceci pourrait etre Ie resultat d'une
concentration eleve d'ADN sb soumis au sequengage ou tout simplement a la mauvaise qualite
d'ADN sb produit. Pour avoir une sequence d'ADN sans erreur, il faudrait done s'assurer de la
bonne qualite et de la bonne concentration de 1'ADN sb avant de Ie soumettre au sequenceur. H
serait aussi tres interessant de sequencer les deux brins d'ADN du meme fragment pour ecarter
eventuellement Ie phenomene d'aj out ou de suppression de nucleotides dans une sequence
nuceotidique.
La digestion du clone pMH31 avec plusieurs enzymes de restriction et 1'hybridation des
differents fragments d'ADN avec la sonde KF-1 avaient permis de localiser la region homologue
a cette sonde sur un fragment Not I-Sca I de 2,9 Kb plus precisement sur Ie fragment Sma I-Sma
I de 1,6 Kb (fig. 7B). Un deuxieme fragment d'environ 0,3 Kb emettait egalement un signal avec
la sonde KF-1. Mais apres Ie lavage de la membrane a une temperature plus elevee, ce signal
avait fini par disparaitre. H representait alors un signal non specifique. Le sequen9age et 1'analyse
du fragment Not 1-SacJl de 1,7 Kb en aval du fragment de 2,9 Kb a 1'aide du programme
FRAME avait permis de localiser deux ORFs de 198 et 286 acides amines. L'ORF 198
incomplete codait avec certitude pour une benzaldehyde deshydrogenase alors que 1'ORF 286
qui etait complete code pour une proteine inconnue ayant une homologie significative avec une
proteine hypothetique SC5C7.22c et une proteine d'attachement a 1'ADN provenant toutes les
deux de S. coelicolor. La dissimilitude entre 1'ORF 286 et ces deux proteines reside dans Ie fait
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que celles-ci possedent un motif HTH comme celui retrouve dans la sequence proteique des
facteurs de transcription alors que 1'ORF 286 n'en possede pas un. Par ailleurs, 1'analyse de la
sequence nucleotidique en aval du codon stop de 1'ORF 286 n'a pas permis la localisation d'un
terminateur de transcription. Ce qui empecherait Ie decrochage de 1'ARN polymerase et une
continuation de la transcription donnant suite a 1'ORF 198 de la benzaldehyde deshydrogenase.
Une hypothese emise est que la proteine de 1'ORF 286 serait impliquee dans 1'activation de
transcription du gene de la benzaldehyde deshydrogenase situejuste en aval. Mentionnons qu'il
est connu chez les actinomycetes que certains genes codant pour des enzymes, comme la
metalloprotease chez S. coelicolor (Dammann et Wohlleben, 1992), sont regroupes avec les
genes codant pour leurs activateurs de transcription. En conclusion, Ie sequen9age du fragment
Notl-SacJl de 1,7 Kb ne nous a pas permis de localiser et d'orienter Ie gene probable codant
pour la p-l,6-glucanase comme nous Ie prevoyions. H faudrait sequencer en totalite Ie fragment
Notl-Scal de 2,9 Kb (fig. 7) adjacent pour etre sur que ce fragment porte hors de tout doute Ie
gene de la P-l,6-glucanase. Une autre alternative serait de constmire et de tester plusieurs sous-
clones de pMH31 pour localiser Ie gene de la P-l,6-glucanase par activite sur Ie milieu M9-
PUST afin de Ie sequencer eventuellement.
La caracterisation physico-chimique de la P-l,6-glucanase purifiee chez Streptomyces
sp. EF-14 a permis determiner son PM a 66 KDa. En se basant sur les donnees standard du calcul
de la taille d'ADN codant pour une proteine, fixant a 1 Kb la taille d'ADN codant pour 333 a. a.
avec un PM de 36 000 Da, nous avons estime la taille d'ADN pouvant coder pour la P-1,6-
glucanase a 1,8 Kb. En ajoutant les elements tels que Ie promoteur et Ie terminateur, Ie gene
complet aurait une taille d'environ 2,5 Kb. Une proteine secretee aurait, en amont du gene
equivalent, une sequence codant pour un peptide signal qui est un marqueur au niveau de
proteine indiquant son devenir extracellulaire. Selon Von Heijne (1988), il est facile d'identifier
la sequence d'un peptide signal. Ce sont des sequences qui ont entre 15 et 30 residus d'acides
amines et toutes presentent trois regions physico-chimiques distinctes: une region-N amino-
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terminale chargee positivement, une region-H centrale hydrophobique et une region-C carboxy-
temunale polaire. Ces traits caracteristiques ont ete retrouves chez 1'a-amylase de Streptomyces
limosus (Long et al, 1987). La sequence du peptide signal de 1'a-amylase presentait une region-
N contenant deux residus d'arginine, une region extremement hydrophobe et une region-C
contenant deux residus de proline precedant immediatement 1'extremite amino-terminale de la
proteine mature qui expose Ie site de clivage du peptide signal. H a ete rapporte que les
sequences du peptide signal sont plus longues chez les bacteries gram positif (comme les
Streptomycetes) que celles des bacteries gram negatifet les eucaryotes (Von Heijne, 1988).
Contrairement aux P-1,3- et P-l,4-glucanases, les P-l,6-glucanases sont relativement tres
peu etudiees. Recemment, une P-l,6-glucanase provenant de Streptomyces sp. EF-14 a ete
purifiee et caracterisee du point de biochimique (Fayad, 1997). Cette enzyme s'est distinguee
de toutes les P-l,6-glucanases caracterisees par son PM eleve (66 KDa). Cependant, cette
enzyme a montre plusieurs similarites avec les P-l,6-glucanases decrites parmi lesquelles nous
mentionnons 1'activite endoglucanolytique et Ie manque d'action sur 1'ecorce de levure, la
classant parmi les enzymes non-lytiques.
Des analyses additionnelles ont etc effectuees avec cette P-l,6-glucanase, pour
determiner son mode d'action par CCM sur divers substrats tels que la laminarine, Ie gentiobiose
et son substrat specifique qui est Ie pustulane. Apres 17 heures d'incubation de 1'enzyme purifiee
avec la laminarine, Ie dosage de sucres reducteurs n'a revele aucune activite P-l,3-glucanase.
De plus, la CCM du produit de digestion de la laminarine ne montrait aucun produit genere alors
que pour un meme temps de digestion du pustulane, la CCM revelait une trainee
d'oligosaccharides de haut poids moleculaire (Fayad, 1997). Ce resultat temoigne done de
1'activite specifique de 1'enzyme purifiee. Deja apres 5 min de digestion du pustulane par la P-
1,6-glucanase purifiee, les produits de reaction n'etaient pas visibles sur la CCM mais Ie dosage
des sucres reducteurs par la methode utilisant Ie reactifPAHBAH 0,5% revelait une production
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de 0,392 ^imol/ml de sucres reducteurs. Apres 24 heures de digestion du pustulane, la quantite
de sucres reducteurs produits avait augmente et les produits finaux d'hydrolyse (glucose et
gentiobiose) etaient visibles sur la CCM (fig. 20). Le glucose ne provenait pas des extremites de
la chame du pustulane mais probablement des coupures internes du polysaccharide puisqu'apres
17 heures d'incubation de 1'enzyme avec Ie pustulane, seuls des oligosaccharides de haut poids
moleculaire etaient visibles sur la CCM (Fayad, 1997). La CCM ne nous permettait pas
d'identifier avec precision les oligosaccharides generes au cours de 1'evolution d'hydrolyse du
pustulane par la P-l,6-glucanase purifiee. Pour cela, il serait tres interessant d'analyser les
produits de digestions partielles par chromatographie liquide a haute pression.
Le produit final de digestion du pustulane par la P-l,6-glucanase purifiee chez
Streptomyces sp. EF-14 est en majorite du glucose, contrairement aux autres P-l,6-glucanases
decrites qui ne produisent pas de glucose, ou alors ne produisent que des traces de glucose.
Cependant 1'incubation de cette enzyme avec Ie gentiobiose (un dimere de glucose) ne produit
pas de glucose. Ce qui confirme encore une fois Ie mode d'action endoglucanolytique de
1'enzyme purifiee. Nous avons alors emis 1'hypothese que la P-l,6-glucanase de EF-14 ne
possedait pas d'activite P-glucosidase puisqu'elle n'hydrolysait pas Ie dimere de glucose. H serait
done tres interessant de verifier cette hypothese en effectuant un test d'inhibition avec du D-
glucono-l,5-lactone. Selon Sano etal (1975), une enzyme ayantune activite p-l,6-glucosidase
est inhibee par Ie D-glucono-l,5-lactone.
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CONCLUSION
La methode de detection phenotypique utilisee dans cette etude nous a permis de selectionner
Ie clone pMH31 de la banque genomique totale BglQ de Streptomyces sp. EF-14. Ce clone code
de toute evidence pour une P-l,6-glucanase puisque la souche de E. coli DH10B portant Ie
plasmide pMH31 degradait Ie pustulane (P-l,6-glucane) contenu dans un milieu solide.
L'analyse de la sequence partielle du fragment d'ADN Sma 1-Sma I de 1,6 Kb (fig. 7) provenant
du clone pMH31 et homologue a I'oligonucleotide KF-1 nous a permis de localiser sur ce
fragment 15 nucleotides hybridant avec la sonde KF-1. Mais comme la sequence en acides
amines ne presentait pas les 15 acides amines provenant de la portion N-terminale de la R-1,6-
glucanase purifiee chez Streptomyces sp. EF-14 et que Ie clone pMH31 degradait la larninarine
en plus du pustulane, nous avons conclu que c'est un gene qui code pour une proteine
reconnaissant autant les liens glycosidiques R-1,3- et P-1,6- qui a ete clone et non pas Ie gene de
la proteine purifiee.
La localisation du gene clone dans pMH31 codant pour la P-l,6-glucanase et Ie
sequengage de ce gene complet sont envisages dans un avenir tres rapproche dans notre
laboratoire. L'identification des elements genetiques serait indispensable pour tenter par des
manipulations genetiques dirigees de surexprimer Ie gene codant pour cette enzyme chez une
souche d'actinomycete heterologue, ayant des conditions requises pour mieux etudier Ie gene
clone. Vu Ie phenomene de repression catabolique observe, les conditions favodsant la
surexpression du gene serait egalement a ameliorer pour avoir une production de la P-1,6-
glucanase a grande echelle.
Les etudes sur les P-l,6-glucanases bacteriennes ne font que commencer. L'aspect
moleculaire en particulier est tres interessant a explorer pour une meilleure comprehension des
mecanismes d'action de ces enzymes. Dans ce memoire, les etudes presentees ne sont qu'une
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partie des informations arecueillir du gene de la P-l,6-glucanase .
Plusieurs genes de P-1,3- et P-l,4-glucanases ont ete clones et sequences mais un seul
gene de P-l,6-glucanase a etc clone chez Ie champignon Trichoderma harzianum (Lora et al,
(1995); Kofod et al, (1998)). Le clonage et Ie sequen9age du gene de la P-l,6-glucanase
bacterienne entame dans cette etude permettra eventuellement de determiner sa structure et ses
caracteristiques. Une comparaison entre les sequences en acides amines des P-l,6-glucanases
bacteriennes et fongiques et une analyse aux rayons X fourniraient plus d'information sur leur




Calcul de Pefficacite de transformation de la banque de genes
La banque genomique totale BglQ de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli DH10B a genere en
tout 14 700 recombinants portant des inserts de taille moyenne s'elevant a 12,5 Kb. L'efficacite
de cette banque a ete calculee avec la formule suivante:
N=ln(l-P)/ln(l-x/y)
ou
N = nombre de recombinants generes
P = efficacite
x = longueur moyenne des inserts en pb
y = longueur moyenne du genome de la souche bacterienne utilisee
Ici,
N = 14 700 recombinants
p=?
x = 12 500 pb
y = 1 x 107 pb , longueur moyenne du genome des actinomycetes (Hopwood et al, 1985).
Alors,
14 700 = In (I - P) / In (1 -12 500/1 x 107)
14 700 = In (I - P) / In (0,99875)
P = 0,9998 = 99,9%
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ANNEXE 2










Fig. 21. Sequence nucleotidique du sous-clone pMH315 portant un insert d'ADN Not
















Fig. 22. Sequence nucleotidique du sous-clone pMH318D portant un insert d'ADN










Fig. 23. Sequence nucleotidique du sous-clone pMH319 portant un insert d'ADN
Smal-SaH de 0,8 Kb provenant de pMHSlet clone dans pBluescript SKII+.
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